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緒 普
ポ リ ア ミ ン は, ウ イ ル ス か ら高等 動 ･ 植 物 に 至 る生 物界 に広 く 存
在 し て い る 脂肪族 多価 ア ミ ン の 総 称 であ り, そ の 代表 的 なも の と し
て は プ ト レ ッ シ ン (putres cine , PUT) , ス ペル ミ ジ ン (spe r-
mi din e, SPD) , ス ペ ル ミ ン (spe r min e, S P旭) の 三 化合 物 が知 られ
て い る (Table ト 1) ｡ こ の う ち, 原核細 胞 に は プ ト レス シ ン と ス
ペ ル ミ ジ ン が, 真 横細胞 に は ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン が f&M か
ら mM の オ ー ダ ー で含 まれ て い る ｡ 1971年 Ru s s elら [1] が ガ
ン 患者 の 尿 中に ポ リ ア ミ ン が 増加 す る こ と を報告 し て以 束, ポ リ ア
ミ ン と 細胞 の 増 殖 と が深 く関 わ りあ っ て い る と 考 え られ る 数 々 の 研
究成果 が 得 られ て き て い る ｡ そ の 例 と し て は , ポ リ ア ミ ン 生 食成 酵
素 に 欠 陥 を持 つ 大 腸 菌 [2] , 酵 母 [3] , 培養動 物細胞 [4] で
披外 か らポ リ ア ミ ン を 添 加 し な い 限 り細 胞 の 増殖速 度が顕著 に低 下
す る 事 実がまず挙 げ られ る. ま た, ポリ ア ミ ン 生 合 成の 律速酵素 の
一 つ であ る オ ル ニ テン 脱 炭酸酵素 (o rnithine deca rbo xyla s e, ODC)
は細 胞 を増殖 き せ るよ う な利敵 例 え ば ホ ル モ ン (成長 ホ ル モ ン 等)
や, 部 分肝 切除, 増殖 因子 (EGF等) , 発 ガ ン プロ モ ー タ ー 等の 作
用 に よ っ て 数十 倍 か ら数 百 倍 の 急 激 な活性 の 上 昇卑起 こ す こ とが知
られ て い る [5] ｡ そ し て 刺激 を受 けた 細胞 で は OD C の活性上 昇
に ひ き 続 い て 細胞 内 の ポ リ ア ミ ン 沸 度 (PUT と SPD) が上 昇 し, そ
の 後, も し く は 平 行 し て D NA, R NA, タ ン パ ク 質等 の い わ ゆ る生 体
高分 子 合成 が上 昇 し, さ らに細 胞分 裂が引 き 起 こ さ れ る ｡ 一 方,
ODC の不 可 逆的阻 害剤 と し て 知 られ て い る α - diflu o r o n ethyl-
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T a b le I ･ 1
Chemic al str u ctu r e of m ajor n atura11y-
o c c uring polya min e s
putr e s cin e NH2(CB2)4NH2
spe r nidine NH2(CH2)3Nt(CH2)4NH2
spe r nin e NH2(CH2)3NH(CH2)4NB(CB2)3N芯2
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o T nithine (DFMO) や , もう 一 つ の 生 合成系律 速酵素 で あ る S -
ade nosylnethionin edec a rbo 孟yla s eの 阻害剤 の m ethylglyo xa1
his - gu anyl hydr o a z o n eを 単独或 い は 同 時 に添 加す る と, 細胞内 の
ポ リ ア ミ ン 含量 の 低 下 に 平行 し て 生 体高 分子 合成の 低 下が起 こ る こ
と よ り [6] , ポ リ ア ミ ン が 細胞 内 で DNA, RNA お よびタ ン パ ク 質
合成 の 促進 を介 し て細 胞 増殖 を誘 導す る と い う 作業般 殻が検討 さ れ
て き た . ま た, ポ リ ア ミ ン 生 合成 阻害期 (例 え ば DF朽0) 披細胞 の
増殖 を 阻害す る た め, 制 ガ ン 剤あ る い 娃 ガ ン 範移の 抑 制剤と し て用
い る た め の 研究も 盛ん であ る ｡ し か し, 味床 試験 で は 動物乗駿や 培
養細 胞 系と は異 な っ て , こ の 種 の 薬細単 独 で 十分 な制 癌効果 が発 揮
され る と 披 い い 難 い 現 状 で あ る [7] .
生 体 高分子 合 成 の 主 要 な 三 つ の 段 階の う ち ポ リ ア ミ ン に よ っ て第
一 義 的 に影 響さ れ る俊 暗 がど こ か に関 し て は議 翰の 分 かれ る と こ ろ
で あ る . 即わ ち, 吐 血 , 出 血 共 に実 験的 に ポ T) ア ミ ン 骨
壷を 変 化さ せ た り, 反 応 系 - の ポ リ ア ミ ン の 添加 に よ っ て, 三 つ の
ス テ ッ プ全 て が影 響 を受 ける の であ る が, 以 下 の 点 よ り,･タ ン パ ク
合成 系 - の 作用 が.細胞 増 殖に 園係 し た最 も基 本的 な作 用点と 考 え ら
れ る . Yo u ng と Sriniv a san は大 腸菌 ポ リ ア ミ ン 要求株 へ の ポ リ ア
ミ ン の 添加 に よ っ て タ ン パ ク 合成 がDNA合 成 よ りも早 く促進 さ れ る
こ と を報告 し た [8] . 同様の 報 告 は Mo r ris と,Jo r stad に よ っ て
も な さ れ て い る [9] . 一 方, 真核 細胞 の 糸 に お い ても, 五 十嵐 と
Mo r ris は, 生 合 成阻害 剤添 加 に よ り ポ リ ア ミ ン 欠乏 と し た 培養 ウ
シ T) ン パ 球 に お い て, ポ リ ア ミ ン を 添加す る と DNA 合成 に 先ん じ
て.5 ン パ タ 合成 の 回復 が 見 ら れ る こ と を示 し た [1 0] , . また ,
艮udkin ら は 8T C細胞 を 同様 の ポ リ ア ミ ン 欠乏 状態 と し た と 普,
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一 番先 に 影響 を 受 け る の 娃 タ ン パ ク 合成 で あり, そ の 後 DNA 合成
の 阻害 が起 こ つ て く る こ と を示 し, こ の 際 ポ リ ゾ - ム パ タ ー ン の 異
常 を伴う こ と を指 摘 し た [1 1] . LA 吐 出 にお い ても cel 1-
fr e e の タ ン パ ク 生 合成 反応糸 に ポ リ ア ミ ン を添加 す る と, 前 横
[1 2, 1 3コ , 真 横細 胞 [1 4 , 1 5〕 の 両轟 と も に著 し い 生
合成 の 促進 (至 適 地2 ＋ , 監十 の 下 で の 活 性 を さ らに 上 回 る活 性) が
藩 め られ, そ の メ カ ニ ズ ム は主 と し て ペ プ チ ド合成 の 開始 段 階 へ の
効果 で あ る こ と が 五 十嵐 らに よ っ て 示 さ れ た‾[1 4 - 1 8コ ｡ こ
の 他 に ポリ ア ミ ン は凍核 細胞 リボ ゾ ー ム 30S サ ブ ユ ニ ッ ト の 安 定
化 [1 9]′, 翻 訳 の 正 確 度 の 増加 [2 0], , ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA
合成 の 促進 ･ [2 1 , 2 2] 等の 作 用 を 示 す こ とが わ か っ て い る .
こ の よう に タ ン パ ク 合成 の 促進 に 関 し て も ポ リ ア 竜 ン の 多様 な 作
用点 が考 え られ る が, い ずれ に し て も, そ の 殆 ん ど披 ポ T) ア ミ ン の
R NA(mRNA, rRNA, tRNÅ) に 対す る枠 用 で あ る 可 能 性 が 大 き い ｡ そ
こ で筆 者披 こ の 研 究 で, ナ ミ ノ ア シ ル ー tR NrA 合成 を 取 り上げ, ポ リ
ア ミ ン と 核敢 の 相 互 作 用 と い う観 点 か ら詳細 に検討 し て み■る こ と に
し た. ･ ア ミ ノ ア シ ル ー tR NA 賂成反 応 は ポ リ ペ プ チ ド合 成と 比 載 し て
反応 に 関与 す る 分子 の 種瀬bL
S少 な く, ポ ') ア ミン の 作 用点 お よ び僻
用機 序 を研究 しや す い 利 点 を有 し て い る . さ ら に, tR NA は 各種 の
核酸の 内最 も詳細 に 研究 さ れ て い る 分子 で あり, 一 次 横道 の 知 られ
て い るも の は現 在ま
■
で に 800 種 に も お よ び, tRNA の 横道 を機 能 に
関 し て は多 くの 本 や 静文 にま とめ ら れ て い る . 既 に 五 十嵐 と 筆者 ら
に よ っ て 報告 さ れ た ラ ッ ト肝臓の イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA形成 反 応は,
ポ T) ア ミ ン (SP Mと SP D)
′
を 添加 す る こ と に よ っ て 顕著 な促 進が藩
め られ, こ れ は ポ リア ミ ン が t 附A と結 合す る こ と に よ っ て 起 こ る
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と 予 想 さ れ て い た [2 3, 2 4コ . ポ リ ア ミ ン に よ るア ミ ノ ア シ
ル ー tRNA 形成 の 促進 披 高 等動物 の 系 で は イ ソ ロ イ シ ン の 糸 の み. に 藩
め られ る も の で あ り, こ の 種 の tRNA王1 e 分子 上 に 娃 ポT) ア ミ ン と
特異 的 に相互 作 用す る 部位 が 存在 す る の で は な い か と 予 想 き れ た ｡
こ の ラ ッ ト肝 tRNAI le の 一 次横道 は 不 明 で あ つ た の で, 筆者 披 ま
ずこ の tRNAI -e を 常襲 し, 一 次構 造 を 決定 し た｡ ま た, イ ソ ロ イ シ
ル ー tRNÅ 合成酵 素 (IleRS) は高 等動物 で は特有 の 高分子 畳複合 体
(ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA合 成酵素 複合体; ARSC) の 形 で存在 し て い る.
そ こ で, ラ ッ ト肝 よ り こ の 複 合体 を 完全 に 将熟 し, か つ 複 合体 よ り
シ ン グル ポリ ペ プ タ イ ドであ る IleRS(IRSS) を単 敵将熱 し た ｡ こ
れ らの 酵素 を用 い る こ と に よ っ て, 本反 応 に対す る ポリ ア ミ ン の 効
果が tRNA に対 す る 直捷 作用あ る こ と を 確 徹 し た 上 で, そ の 作用 機
構と し て ポ リ ア 竜 ン と tRNAI le 分子 と の 相 互 作用 を, 特 に 核酸 の
高次構 造上 の 変 化 を 中心 に詳細 に 検 討し た ｡ そ の 結 束, ポリ ア ミ ン
が イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 形 成の 促進 に 深く か か わ る部 分 と し て,
tRNAI le 分子 の ac cepto r stem の 4 つ の 連 続 し た GC塩 基対部 分
が 重要 で は な い か と考 え られ た . tRNAI le 分子上 の こ の 部位 が, 墳
酸分子 上 の ポリ ア ミ ン 親 裁部位 で あ る可 能 性が考 え られ る｡
ま た, 本研究 に お い て, ア ミ ノ ア シ ル 化 の 正 確さ (fidelity) に
対す る ポ リ ア ミ ン の 効果 に つ い て 検 討を加 え た｡ . ポ リ ア ミ ン は ア ミ
ノ ア シ ル 化 の エ ラ ー の う ち, tRNA に 陶す る エ ラ ー の 低下 に寄与 し
て い た .
さ ら に, ポリ ア ミ ン の 核酸等 の 細 胞内額 的分子 に 対す る結合定 数
を生 嘩 的条 件に 近 い イ オ ン 条 件で 実 際に 測 定 し た . こ の 数 値と, ポ
リ ア ミ ン が結合す る襟 的分子 の 美郷 償に 基 づ き , ポ 1) ア ミ ン の 細 胞
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内分布 を 計算 し て み た と こ ろ, SP Dと SP 杓 の 70-8 0% は RNA に
結 合 し て い る こ と が判 明 し, ポ リ ア ミ ン が 本来 細泡内 で最 も相 互 件
用 し易 い 分子 が 柱NA であ る こ と が さ ら に 明確 と な っ た ｡ 上 述 の
tRNA1 1eに 存 在す る 4 つ の GC塩 基 対 の よ う な ポ リ ア ミ ン 憩栽部 位
は こ の 申 で最 も重 要 な結 合部位 で あ ると考 え られ る｡
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欝 瓦 牽 ｡ 曽 ツ 恥 肝 イ ソ m イ ミ〆 }レ
- ー セ R N Å 合 成 罫こ 対 す る ポ リ ア 篭
ン の 促 進 機 摩
欝 1節 ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 合成酵 素複合 体 に よ る イ ソ ロ イ シ ル I
tRNA形成反 応 の ポ リ ア ミ ン に よ る促 進 - tRNAI !e の 重要性 -
ポ リ ア ミ ン の 伸用 点 に つ い て分子 レ ベ ル で詳細 に 研究す る 上 で 無
細胞 系 は - 一 つ の 有 効 な研 究手 段と 考 えられ る. そ れ は後 で述 べ る よ
う に ポ リ ア ミ ン が そ の カ チオ ン と して の 性 質 に よ り, 負荷電 を持 つ
色 々 な 生 体 内分 子 (核酸, リ ン脂 質, タ ン パ ク 質等) と結合す る 結
果, そ れ らが 関与 す る反 応系 で多様 な効 呆 を 発 揮しう るか らであ る｡
そ の 中 で 細胞増 殖 に 関連 し た ポ リ ア ミ ン の 主 た る作用 部位 を 決定 し,
ま た そ の 件用機 構 を 解析 す る 上 で 他 の 因 子 を除外 で き る こ の 糸が重
要と な っ て く る ため で あ る.
筆者 は前述 の 噂乳動 物 の イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 合成 酵素 に た い す る
ポリ ア ミ ン (ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン) の 反応促進 効果 を解析す
る た め に, ラ ッ ト肝 よ り 精製 され た分子 量約 10?Da の ア ミ ノ ア シ
ル 合成 酵素複合 体 (こ の 申 にIle - tRNA合成酵 素 を含 む) と, や は
り高度 に樽難 し た イ ソ ロ イ シ ン 受 容 tRNA(tRNAIl e) の 両 者 より な
る由 niLE9 の 反 応系 に お い て ポ リ ア ミ ン の 効 呆 を解析 し た. そ の
結果 ポ T)ア ミ ン は ラ ッ ト肝 tRNAl -e に 特異 的 に件用 す る事さ:L より そ
の 効果 を 発揮 し て い る こ と を 明確iこ し･た. ま た, ラ ッ ト肝 tRNAⅠl 8
-7 -
の 塩基 配列 が知 られ て い な か っ た 為 , こ れ を 決 定 し, ポリ ア ミ ン に
よ つ て 促進 さ れ な い 地 旦吐主 の 同 tRNAと 比載 す る事 に
よ つ て ポ リ ア ミ ン が特 異 的に 作用す る tRNA 上の サ イ トに つ い て 考
察 し た [2 3, 2 5] .
1 - 1 . 実験材 料と 方法
ラ ッ ト 娃 Wistar系雄 性, 体 重200-250gを用 い , 辞 素精製 用 に 娃
屠殺 当 日ま で給 臥し た も の を用 い た ｡ Sephacryl S- 400, Hepa rin
sepha ro s eC L
-6B, DEA芭
- Sephade xA- 50 はP ha r m a cia - PL よ り,
hydr o xylapatユte は Bio -Radよ り そ れ ぞ れ 購 入 し た . FUT･ 175
[2 6] は鳥 居薬 品 (樵) より恵 与 さ れ た｡ P henyln ethyls ulfo nyl
fluo ride, diisopr opyl flu o r opho sphate お よ び whe at germ
t艮NA附 ズ , ri bo n u clea s eA, 弘 也 pho spho m on oeste r a s e捜 そ れ ぞ
れ Sigm a より, yeast tRNÅP he 娃 ベ - リ ン ガ - マ ン ハ イ ム 山 之 内 よ
り, RNa s e- fr e eBSA をま BRLより, ま た c obr a v e nom pho spho -
diester a se は 恥 rthingto n よ り購 入 し た｡ [U- 1 4c]isoleu cin e,
[5
'
-
'
3 2p] cyti dine -3
'
,5
'
- his(pho sphate), s odiu m[
3 2pコ p yr o-
pho sphate, [γ - 3 2p]A
-
T P は Ne wEngland Ne ucle a rよ り購 入 し
た . そ の 他 の 試 薬 は, 特 に 表示 の な い 限 り市威 の 特 級試薬 を 使用 し
た .
2) イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA形成 反 応 の 避_定毒
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以下 の も の が含まれ る0.05 ml の反 応液 を調 製 し た. 50 mM Tris -
HCl(pB 7･5), 20 m阿 (ま た 娃100nn) ECl, 1 m和 dithiothr eitol,
2 m拘 ATP, 1･85 EBq [1 4c] is ole u cine (12.1 GBq/m n ol) , 5 Fi g
の ラ ッ ト肝 tRNAI le お よ び 0.5 j& g の ÅRSC, き ら に ス ペ ル ミ ン
と 馳(CH3COO)2 は 棄 験 に 応 じ て濃 度 を改 定 し た . 酵素添 加と 同 時
に 反応 を ス タ - ト き せ, 30 ℃ で 5分間加 温 し た. 反応終 了時 に反
応液0.04mlを と り 直径 24m mの ろ 紙 に 吹き 付 机 直 ち に こ れ を 冷
5 % ト リタ ロ ロ 酢 酸申 に 投入 し20分放置 し た . こ れ を さ ら に エ タ ノ
ー ル ｡ エ - テ ル (lo金) , エ - テ ル (loヵ) の 順に 洗 っ た 後乾燥 き
せ , トル エ ン 糸 シ ン テ レ 一 夕 - 申で 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
- に よ っ て 放射能 を測 定 し, 酵素活 性 を算 出 し た ｡
旦L乏 雌 L色魔
塞
以下 に示 し た換 伸 は 特 に 示 さ れ な い 限り 全 て 0･4 ℃ にお い て行 っ
た､｡ ラ ツ
･ト肝 AR SCは Ⅹelle r m a nnらが ヒ ツ ジ 肝の ARSCに つ い て行
つ た方 法 [2 7
,
] に準 じ, こ れ に い く つ か の 改 良を 施 し て 行 っ た .
放血死 さ せ た ラ ッ トの 肝 臓 180g を冷 0.9S NaCl に よ り手早く 還
流 を行 っ た後, 摘 出親 切 し, これ を buffe rA (20mM Tris - Eel,
ptI7 .3 at 25 ℃, 5 mM 和g(CtI3COO)2 , 50_m河 KCl, 25m朽
2- mer c apto etha n ol, 1 m阿 PMSF, 1 n河 DFP, 2$ 2- pr opa n ol, 5
jL拘 FUT- 175, a nd 10S glyc er ol) 申で Wa rirlg Ble ndo rを もち い
て ホ モ ジ ナイ ズ し, こ れ を10,000g, 30.分 遠心 分離 し て得 た 上浦 に
つ い て 50楚 polyethyle n eglyc ol stock s olutio n (50w/v ”
polyethyle n e glyc o1 6,000, 50n柑 Tris
- HCl, pH 7.3, 5 皿M
-9-
触(CE3COO)2 a nd 25 m柁 2- mer c aptoethanol)を もち い て 2-5 S
polyethyle ne glyc ol分 画 (蛋白畳 350mg) を 調薬 し た . こ れ を
buf fe rA で平 衡化 し た S叩 ba c ryトS400 カラ ム(2.6 Ⅹ 90c m) に
か 吋, 38 ml/br の 流速 で溶 出 させ た ｡ 後 述 の 方法 で 各 フ ラ ク シ ョ
ン の 活 性 を封建 し, Ile - tRNÅ synt h占tas e の 活 性 を示 す分 画 を 回 収
し た (蛋白畳110mg) . こ れ を そ の まま buffe rA で 平衡 化し た
Heparin Sepharo s eCL -6B カ ラム (1.8 Ⅹ 17c n) に か け, さ らに
buffe rA の ECl漉度 を 420m托 と し たbuffe rA' を用 い , K Cl の直
線塩 濃度勾 配 (全量500ml) に より溶 出 を 行 っ た . 活 性測定 は Ile -
tRNÅ 形成 と Lys - tRNA形 成 に つ い て 行 な い , 両 活性 を 共 に 示 した フ
ラ ク シ ョ･ンを 回 収 し, こ れ を 5 1 の buffe r a (50m托 pota s siu m
pho sphate , pB 7･5, 25mM 2- m e r a cpto etha n ol, 0.1 nM PM SF, 0.1
$ 2- pr opa n ol a nd lox glyc er ol) に 対 し て 一 晩 透析後, 同 buffe r
で平 衡化 し た hydro xylapati teカ ラ ム(1.6 冗 6 c n)に か けた . カ ラ
ム は buffer B で洗浄 後 buf fe rB 申 の T) ン 酸 カ リ ウ ム を0.1 何 に
上 げ 2 カ ラ ム 容 溶出さ せ た 後, T) ン 酸 カ リ ウ ム の 0. ト 0.4 M 直
線浪度 勾紀 に よ り溶 出 を行 っ た ｡ 活 性謝 定 はIle - tRNA 形 成 と Lys
- tRNA形成 に つ い て 行 い , 両活性 を 示す フ ラク シ ョ ン を 回 収 し,
Amicon Y和一 10の 限外 ろ過膜 を用 い て 約 1 mlま で沸 締 を行 っ た . 最
終額 品 は 20m和 Tris -打cュ(pH 7.3, 2 m打 DTTお よび 20S glyc e r ol
にた い して 24時 間透 析 し, - 80 ℃ に保存 し た . こ の 最 終横 晶 を
Fairba nks法 (下記) で電 気泳動 した 所, Fig . ト6 に 示 した通 り,
11バ ン ドが見 られ た . こ の 結束 は Gir akogl屯らの 結 果 [2 8] と よ
く 一 致 し, こ の 内 の 8
一
個 の バ ン ド抜上 か ら Glu - (Mr . 155K) ,
Ile - (145E) , Leu ･ (140K) , Met - (100E) , Gュn - (92K) ,
一10-
Lys
- (70K) , Arg - (69K) , お よ ぴ Asp - の 各 ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA合
成 酵素 と 考 え ら れ た ｡
生 L太 IleRS の
大 腸菌 100, 00g上 漕
[2 9] に よ っ て 行 っ た｡
(SIOO) を出発 材料 と し, 五 十嵐 らの 方法
SIOO(蛋 白量 115 mg) を 2.5 x 47cm
の DEAE- Sephadex A-5 0 カ ラム (10 mM Tris - HCl, pH 7.5, 20m和
KCl, 6 m柑 2- m e r c apto etha n ol, お よび 10欝 glyc e r oユで 平衡化 し
たも の) に か 机 K Cl の20･ 400mn の 直線塩 漉 皮勾駐 (全量1 1)
に よ っ て, 流速 22ml/br で 溶出 き せ た ｡ フ ラ ク シ ョ ン の ⅠユeR S活
性 を測 定 し, ピ ー ク 部分 を 回収 した (蛋白量 13mg) ｡ こ の IleRS
分画 を3 1 の 50mM リ ン 酸 カ リ ウ ム , pH 7.5, 6 mM 2- m er c apto -
etha n ol, お よ ぴ 5楚 glycer ol (buffe r班) に 対 し て 一 晩透析 し,
こ れ を buffe r H で平 衡化 し た 1.6 x 5.5 c m の hydo xylapatite
カ ラ ム に か け た ｡ こ れ を 50 - 200m拘 の T) ン 酸 カ リ ウム 緩衝液 の
直線塩 濃度勾配 /(全 量 250ml) に よ り溶 出さ せ た と こ ろ, IleR Sは
報 告 の 最 も高し.､塩 濃度 の 位 置 で シ ン グル ピ ー ク と し て溶 出さ れ た
(蛋白量 0.53mg) ｡ こ の ピ ー ク の 部分 を集 め, Amic o nYM･10 で
約 0･5 ml と し た 後, 20m舛 Tris - HCl, pH 7.5, 0.2m和 DTT,お よ び
lox glyc e rol に 対 して 一 晩透析 し た. 精 製 IleRS 杜SDS- PAGE上 ,
分子 量 114E の シ ング ル バ ン ドと し て泳動 さ れ た .
邑⊥ 出 払乙主且畳見直勉
精製 し た 酵素横 品の 純 度の 検定 に は, AR SCに つ い て はEelle rman n
らの 廉報 と の 比 較 の た め にFairbanks [3 0] の 方法 を, ま たIRSS,
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E. coli l leRS に 披 Laem mli 〔3 1] の 方法 を用 い た ｡ 用 い た ア ク
リ ル ミ ドの 濃度 披 前者 捜 5.8 S で後 者 は r u ning gel を 6.5欝,
sta cking gel 杜 3.0Sと し て 行 っ た 一
旦L え 畑 L 旦温選
以 下 の 実験 に 用 い た 全 て の 蕃具 は, 乾熱 滅菌 ま た は オ ー トク レ ー
プ滅 菌 にか 打た も の を 使 用し た ｡ ま た 永 は 滅菌 水 を 用 い た ｡
ラ ッ ト肝未分 画 .(tRNAM ix) は 100,000xg 上 漕 よ りZubay の 方 法
に よ っ て謝楽 し た, た だ し 2- propa nol 沈澱 は 省 い た . 約 1.2 Kg
の 肝 臓 より得 た 12,500 A2 6 功 の tRNAM t
'
x を 2.6 互 86cm の
DEAR- Sephadex A- 50カ ラ ム ( 20mM Tris - R Cl, ptI7.5, 8 m杓
稚g(CH3COO)2 , 0.375 河 NaCl, お よ び 0･0 5S diethylp yr o c a rbo n ate
で平 衡 化し たも の) に か け, 室温 で 展開 し た ｡ 的 4 カ ラム 容の 上
記bufferで溶 出さ せ た の ち, 監Cl の0.375 - 0.500沌 直線 塩漉 度
勾配 (全量 7 1) に よ っ て 溶 出 さ せ た (流速 20ml/br) . 各 フ ラ
ク シ ョ ン の イ ソ ロ イ シ ン の 受容 能 を 測定 し, 活 性を 示 し た 分画 を 回
収し た と こ ろ, 1200 A2 6 8 の RNA が 得 られ た . こ れ を, 4 ℃ で
1.6 Ⅹ 15.5 c m の bydr o xyユapatite カ ラ ム (あ らか じ め 50mM
s odiu m phosphate , pH 5.4 で平 衡 化 し たも の) に か け, s odium
pho spa･teの 90-300mM の 直線塩 沸 度 勾配 に よ っ て, 流速 20ml /h
rで溶出さ せ た ｡ tRNAI l魯 の 活性 を 示 し た部 分 を 回 収 し , リ ン 酸塩 を
透析 に より 除 い た の ち, ア ル コ ー ル 沈 澱 を 行 な い 230 A2 6 匂 のRNA
が得 られ た. こ の サ ン プル に つ い て, 1.6 x 20c m の Sepha r o s e
4B カ ラム (あ ら か じめ
1
1｡3 椎 (N Hd)2SO4 , 10m叫 CH3COONa, pH
4.5, 6 m托 2- m e r c aptoetha n ol, 10 mM 稚g(CH3COO)2 , 1 m沌 EDTA で
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平 衡化 し た もの) に ア プ ライ し , 同 じ btlffer 申で 硫安の 1.3 -
0 拘 rcver se s al tgradie nt に よ り 溶出 を 行 っ た (流速16 ml/hr) ｡
じRN良工1 pJ 活性 を 示 し た分 画 を 透析後, エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り回収 し
た結束, 最終 的 に140 A2 6 切 (約 3.6 ng ) の tRNAが得 られ た ｡
ヱ⊥ 過 選
出発 材料 と し て は, 市 巌 の tRNAMi x を 用 い た｡ E. c oli MRE600
(RNa s eI
‾
) tRNAM ix 240 A2 6 匂 u rlitに つ い て ラ ッ ト肝tRNAl le と 同
様 にDEAE - Sephadex A-5 0(pH 7.5), hydr o xylapatite お よ ぴseph -
a ro s e4B r eve r s e s al tgr adient の 3 段 階の カ ラ ム ク ロ マ トグラ
フ ィ ー に よ っ て 精興 し た ｡ 最終画 分 と し て, 4.9 mgの tRNAI le が得
られ た ｡ こ の 襟 品の イ ソ ロ イ シ ン 受容活 性 は 0.52n m ol/A26 8 で あ
つ た ｡
旦L 壁且ヱ_え迦迦 出 旦魔製
塩基配列決定 の 目的 に 娃, カ ラ ム で精 製 し たtRNAⅠl e をIke m Ⅶr a
et al. の 方 法 [3 2] に 従 っ てゲ ル 電気泳 動 で き ら に精製 した . 2
A2 6 匂の tRNAを 16Ⅹ 16 c m, 2 mm厚 の10Sア ク リ ル ア ミ ドゲル 〔89
m托 Tris- bo r ate, pu 8｡3 a 2 m托 EDTA- Na2, (以 下TBE buffe r) 杏
含む〕 に ア プライ し, 同buffe rを用 い て電 気泳動後, UV吸収 にも と
づ い てtRNAの バ ン ドを切 り 出 し, ひ き 続き 一 次元 と 同方向 に 20Sア
ク リ ル ア ミ ドゲル で同様 に泳 動 し た . t RNA部分 を切 り出 し, 粉砕 し
た ゲ ル よ り, RNA抽 出液 (0.5 托 C鮎COONtld , 10 n用 地(CH3COO)2 ,
0.1S SOS a0.1 mM Na2EDTA) を用 い て童準で 5 hr 振遺 し て , RNA
を抽出 し た. エ タ ノ ー ル 沈澱 に よ り RNA を 回 収 後再び 15S a c ryl -
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a mi de, 7 托u r e a良 log glyce rolを 含 む ゲル で TBE buffe rを 用 い て
電気 泳動 し た結 果, 高 純度 の tRNAt le 約 0､.1
- 0.3 A2 6 功 が得 られ
た ｡
9i &
1 Å2 6 匂 u nitの ゲ ル 背 教 tRNAIl e を20 pl の 50mM Tris - HCl(ptI
8.0) に溶 か し, 20 〝g RNa se A, 4〝g c obr a ve n o 氾pho spbod ト
este r as e, お よ ぴ 0.32FL g Bi p gd ipho spho m o n o e ste r a s eと共 に
37℃ 16時間 加温 し た . 加水分 解産 物 を ろ 過後, Shin - pa ck CLC -OD S
(o ctade cylsila n e)カ ラ ム ･(6 x 150mm) に か け, 2.5 mM a m m o niu m
fo r m ate .(pB 5.2)-3S etha nolでis o c r atic に Shim ad2;uLC-8A
syste m に よ り溶 出 させ た (流速 1.5 m1/mュn) . ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー の 分析 はH PLC用 spe ctr a m uユti cha n n el photodete cto r(Unio n
Gike nCo . Ltd. 薬) に よ る リ ア ル タ イ ム の UVス.ベ ク トル か らヌ ク
レオ サ イ ドを 同定 し, ま た 260n m の 吸 光度 より ヌ ク レ オ サ イ ド
の 含量 比 を求 め た .
ま 山 里迦ほ臼朗乱えゴ+虹法
i) 5'末 端 の ラ ベ ル 法 [3 3] : 0.1- 0.5 A2 6 8 u nit のtR NAll e を
10m托 Tris - HCl, pH 8.0 申 で 0.15 Uba cte rial al kalin e pho s-
phata s eと 共 に 55 ℃, 30分加温 し た . 5
'脱 リ ン 酸 t RNA をフ ェ ノ
ー ル 抽 出 し た 後, 50nM Tris - HCl, pH 8.3, 10m比 和g(C 杜3COO)2 ,
207n托 2- ner c apto etha n ol, 15S dim et hyo s ufo xide 申 で 3.7 拘Bq
[γ - 3 2p]AT P(222TBq/m m ol), 15 UT& - polyn ucle oti de kin a se ,お
よぴ1.5 A2 6 匂 の c a r ri占r tR NA と共 に37℃ , 30分 加温 し た . 終 演
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度 20 mM の E DTÅを加 え て反 応 を停 止 乳 tRNA をフ ェ ノ ー ル で 抽
出 し, 12鮮 ac rylami de - 7托 u rea gel に よ り電 気泳 動 し, ゲ ル よ り
[5
'
-'∋叩]tRNA を抽 出 し た｡ 以 下 の 全 ての 3 2p - ラ ベ ル tR NA の 量 は
Ce r †1kov 計測 に 基 づ い て 計算 した . (i i) 3' 末端の ラ ベ ル 法
[3 3] : 0･l -0･5 A2 6 匂 の ､tRNAtl
l e を 50州 Tris - HCl, pH
7･6, 15 m川 和g(C H3COO)2 , 3.5 nM DT T, 10 pg/ml RIWa s e- fr ee
BSA, 0･8 州 AT P申 で 1･85 MBq [5' - 3 2p]pcp (111 TBq/m mol), お
よ び 25U T4 - R NA liga se と 共 に 4 ℃で 一 晩反 応さ せ た . 反応液
に等 量の 色 素混 合 液 (10 M u re a, 40m = a2EDTA, 0.05好 BPB, &
0･05S XC) を加 え て, 55℃ で 2 分 加熱 して 反 応を 停 止さ せ , 氷
冷 し た の ち, 分 離 用 ア ク リ ル ア ミ ド ( lox acryla mide, 7班 u rea a
lox glyc e r ol) で 分離 し, ゲル よ り抽 出 した｡
1 1 tRNA11 母 の 塩基 配 (]の 決定
以下 の 2 法 に よ っ て tRNAの 塩 基配列 を決定 した . (i) Gupta -
Ra nde r ath法 [3 4コ : 1 p gの ゲ ル 精 製 tRNAt le を減 圧 下乾燥
させ , deio ni写ed fo r m a mi de lOFLlに溶 か し, 25pl のc apilユa ryに
封入 し100 ℃ で5分加熱 後, 急冷 し た . エ タ ノ ー ル 沈澱 で 回収 し た
R NA を10jLlの kin atio n mixtu r e (50m河 Tris - HCl, pH 7.5,
15 m拘 稚gC12 良 15mM 2- m e r c apto ethanol) に 溶 か し, 3.7 MBq
[γ -
'
:3' 2p]AT P( 222TBq/ n m ol) お よ ぴ 5 U の Td - pOlyn ucle oti de
kin as e を 添加 し 37℃ 30分加温 し た . こ れ を 直接 15弟 acryl -
a mide ･ 7W urea gel (40冗 20c m, 0.35m m 厚) で電 気泳動 する こ と
に よ り 5
'
一 束端 が3 2p- ラ ベ ル さ れ た tRNA 断片 を 分離 し た. オ ー ト
ラ ジオ グラ フ イ ー を載 り に , ゲル よ り各サ イ ズの ラ ダ ー 部分 を切 り
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出 し, 前述 の RNA 抽 出液 0.45血1ず つ で RNA を溶出 さ せ , キ ャ リ
ヤ ー RNA を 添加後 エ タ ノ - ル 沈澱 さ せ た ｡ 沈澱 を 10fLl の 20mM
cf13COONH4 に 溶 解 し, 各 々 に0.3 U の RNa s eT2 を添加 し, 37 ℃
3.5 時間加 温す る 事 に よ り, [5
'
-
3 2p]n ucleosi de 3
'
, 5
'
dipho s-
phate を遊 離き せ, こ れ を polyethylen einine(P EI)
-
c ellulos e
TLCに よ っ て分 析 し た (展開溶媒; 0.55 和 (NtI4)2SO4 , at 4 ℃) I
(i i) Do nis - Eelle r 法 [3 5] : 0.2- 0.5 A2 6 切 u nit の ゲ ル
精製 tRNÅI le を 別記 の 方 法 で 5
'ま た 紘 3
'
末端 ラ ベ ル し, ラ ベ ル 産
物 を 8S acryla mi de -7M u r･ ea (40x 20c Tn, 0.03m m 厚) に か け
inta ct siz e の ラ ベ ル 体 を 分離, 抽 出 し た ｡ 塩 基特 異 的 RNa s eと し
て 姓,.
RNla se Tl (G 特 異 的; 4 & 40u ni t/Å2 6 匂) , RNas eU2 (A;
o.o4& 0.4 u nit/A2 6 8) , 蜘 地 和 (以 下,
phy 朽) RNa se (A & U; 10 & 40u nit/A2 6 切) , 旦 出
RNas e (U & C; 1 & lo u/A2 6 匂) ,`chicke nl ive r RNa s e (C;10-
80 U/A2 6 匂) を か っ こ 内 の 畳使用 し た ｡ RNa s eTl , 口2 お よ び phy 托
に よ る 分解反 応 は, 20m氾 s odiu m citr ate (pt15.0), 7朽 u r e a,
1 m河 EDTA, O.0 25男 Ⅹyle ne cya n oI F F(ⅩC) 良 0.0 25S brom ophen ol
blue (BPB) ･申, 5 0 ℃ で15 分行 っ た. B. cer e u s RNa s eで は
ure a な し の 反応液 で酵素反 応 さ せ , そ の 後 同濃 度 に な る よ う u r ea
を添 加 し た . Chicken ユiv e rRNas e の 場 合, 20m阿 Tris - HCl,
pH 7.8, 7-74u rea, i nM EDTA, 0.0 25S XC, 0.025% BPB申 で 反応
を行 っ た ｡ ア ル カ リ に よ る非 特異 的 限定分 解 で は, 封管 申 で 50 n托
s odiu m c a rbo n at･e (pt19.0), 1 m柑 E DTA溶液 と し て 95℃ 20分 加
熱 し た ｡ RNa s eに より切 断さ れ た[3' J 3 2p]ま た 娃 [5' - 3 2p]tRNA は
10,000-20,000Cpm/1a n eずっ , 10 およ ぴ 15S a c ryla mi de - 7拘■u rea
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gelで 健気泳 動 し, そ の オ ー ト ラ ジオ グラ ム よ り塩基 配列を 求め た ｡
1 - 2 ｡ 実験 結果
一△ . い ; ラ ッ ト肝100,000xg 上 滑 より
硫安 分画, pH 5沈 澱, DEAR- Sephade x, お よび tRNA- Sepharoseに よ
つ て精 製 し たイ ソ ロ イ シ ル ー tR NA 合成酵素 は, そ の 後 Walユer et
al･ に よ っ て報告 さ れ た方法 で完全 に精製 し た 複合体 (ARSC) と 比
較 し て, 比 活性 が約 1/10 であ っ た ｡ 聾者 は当 初, こ の 酵素 襟品 で
イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 形 成反応 に対 す る ポリ ア ミ ン の 効果 を 謝 べ た ｡
以下 に そ の 要点の み を 述 べ る ｡
ラ ッ ト肝 の 未分画 tRNAM ix (70jLg/a s s ay) を用 い て各 浪漫の
Mg
2 十 存在下 に反応 を行 っ た結 束 をFig. ト1 に示 した ｡ ECl の濃度 が
50 (A) お よ び 100m柑(ち) の と き 触2 ' 単 独 の Ile - tRNA 形成反 応
故地2
＋
1 m門前後 が至 過 渡度 で あり, 托g2
＋ が1 .5 mM以上 で はMg2 ＋ に
よ る 著 し い 阻 審 が藩め られ た ｡ 一 方, 反応 液 に ス ペ ル ミ ン を 添加す
ると , こ の 河g,e
'
に よ る 阻害 が解 除さ れ た ｡ K＋ 濃度 200mM のと き
(c) は用 い た各濃 度 の 阿g2 ＋ の 下 で ス ペ ル ミ ン に よ る反応 促進が緩
め られ た ｡ 同様 の 効果 は ス ペ ル ミ ジ ン (Fig. ト2, A) お よ びプ ト
レ ッ シ ン (Fig . 1- 2, ち) を用 い た 実験 で も鹿 め られ た . た だ し
至 適 濃度 は ス ペ ル ミ ン に比 べ ス ペ ル ミ ジ ン は 8 n河と 4 倍, プ ト レ
ツ シ ン で は 15 倍 風上 (>30m托) であ っ た ｡ こ の 促進 に要 する ス
ペ ル ミ ン の 至 過渡 度 娃 Fig . ト3, A に 示す よ う に, tRNAの 濃度 に
比 例 し て 上 昇 し た が, 酵素 の 量 を変 え ても 変わ らな か っ た (Fig. 1
- 3, B) . こ の 結 束 か ら ポリ ア ミ ン の 本反 応 に た い す る促 進効果 は
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ポリ ア ミ ン とt RNA との 相互 作用 に 基 づ く と予 想 され た ｡
次 に こ の 時点 で ア ミ ノ ア シ ル ー ヒRNA 合成 酵素 複合体 に 含まれ て い
ると Som & Ea rde sty [3 6] に よ っ て主 張さ れ て い たイ ソ ロ イ シ
ン 以外 の4種 の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 合 成酵素 (Len - , Lys - , Gュn - , 良
舶t - tRNA syntheta s e) に 関 し て , ⅠユeRS同 様に ポ T) ア ミ ン に よ る 促
進 が 見 られ る か 否 か を 調 べ た ｡ Fig ･ 1- 4 に そ の 結果 を 示 し たが, 4
種 の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA形成 の う ち Le u- と Gln - tRNA 形成 に閲 し,
50m拘 K十 存 在下 で は ス ペ ル ミ ン に よ っ て 逆 に 阻審が み られ, 一 方
200n阿 K十 存 在下 で はほ と ん ど影響 が 見 られ な か っ た｡ 和et - と Lys -
tRNA形成 軌 比 載 的低濃 度 の Mg2
＋
下 で ス ペ ル ミ ン に よ る促 進が 観
め られ たが , こ の 効果 は K' 濃度 の 上 昇 と と も に 減少 し, 生 嘩 的
阿g2
十 (3-5 m阿 帖2 ＋) の 下 で 娃促 進 は わ ず か であ っ た ｡ 従 っ て, 鍋
べ た 5 種の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 形成 反応 の う ちIle - tRNA が ポT) ア
ミ ン に よ っ て最 も促進 を 受け易 い 反 応 で あ っ た .
こ の ポ リ ア ミ ン に よ る Ile - tRNA 形成 の 促進 がポリ ペ プチ ド合成
全体 に影響 を及 ぼす か 否 か を 主旦 血 の 反応 系 を用 い て検討 した .
poly(A,U) を nRNAと し て 1 4c- a min o a ci d由来, お よ び 1 4c-
a mino a cyト tRNA 由束 の ラ ッ ト肝 の ポ リ ペ プチ ド合成糸 に つ い て 実
験 を 行 っ た 結束, Fig . ト5 に 示 さ れ た よう に,. ア ミ ノ 酸 由来 の ポ リ
ペ プ チ ド合 成 娃 ス ペ ル ミ ジ ン 添加 に より約 2 倍 の 促進 がみ られ た
(A) の に 対 し, ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA由来 の そ れ は至 適Mg2 ＋ の 低溝 度
側 ヘ の シ フ トの み であ っ た (ち) . ま た, これ と 関連 し て[1 4c]is o-
1e u cyトt RNA の poly(A,U) 依存の T) ボ ゾ - ム - の 結合 反応 に つ い て
も 謝 ベ た が, Table ト2 に示 した よう に, こ の ス テ ッ プ に た い し て
ス ペ ル ミ ン 2 m柑は 何 ら 影響 を 与 え な か っ た . 以上 の こ とか ら, ラ ツ
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(a) the r e a ctio n mixture in cltlded 30FL鑑 Of tR舶
c o ntaining a total of 4800c ounts/nib of le
- tRNA and
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'
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Afte r etha n ol pr e cipitatio n, a ninoacy1
- tRNA 甘a S dis solv -
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the s a n ebuffer for 2h and tlS ed fo r the as s ay of poly -
peptide synthesis . @ , No spernidin e added; 0 , 3 nM
spe r 皿idin e.
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T a b le Ⅰ 一 2
Fo r n aldehyde- treated poly(A,t)-depe nde nt Iie -tRNA
binding to ribos om e s
A 4.5 ng s a mple of r at liv e rtRNA w as e ste rified with
[1 4c]is oleucine in the pres e n c e of eithe r1 m対 地2
十
o r
2m用 地2＋ pllIS2 m朽 spc r min e. After etha n ol pr ecipitat-
io n, [1 4c]Ile - tRNA w a sdis s olv ed in 10m拘 a c etate buffe r
(pH5.0), dialy2:ed again st the s a me buffe rfo r2h a nd
u s edfor the a s s ay of lle -tRNAbinding to ribo s o n e s.
[1 AcコIle- tRNA bo tlnd to ribo s o m e s witho ut fo r mal dehyde-
tr eated poly(A,”) w a s s ubtr a cted fr o m e a ch-v alu e.
Addit､o n s血ring
lie-tRNAform atio n
Mg2
＋
sper min e 監
十
(mm) (mM) (皿M)
[1 4c]Ile- tRNAbo u nd
to ribo so m es
(c o unts/mュn)
50 323
2 2 50 372
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ト肝 の 系 で ポ リ ア ミ ン が生 理 的 に も, ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 合成 の 促
進 を 介 し て タ ン パ ク 貿 生 食 成 に促 進作用 を有 す る こ と が考 えられ る ｡
盈温盈腰塵_遭_全盛 馳 虹藍鹿; 部分 精製 複 合体 に よ る上 記の 結
束 を 基 に し て, 筆 者 は ま ず ラ ッ ト肝よ り ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 合成酵
素複 合体 (ARSC) を完 全 に 精製 し た｡ 精 製 し たARSC のSDS- ポ リア ク
リ ル ア ミ ド ゲル 葡 気泳 助 の 結 果 を, 地 の IleRSと 共 に Fig.
1 -6 に示 し た ｡ 与ir akogl屯 et al･ の 報告 [2 8] とよ く 一 致 し て ,
ARSC(塞) で は 11本 の バ ン ドが見 られ, 上 か ら Glu -(Hr=168K),
Ile - (146K), LO U-(132K), Met-(102K), Gュn -(92K), Lys -(76K),
九rg - (72E), お よ び Asp - tRNÅ syntheta s e(58K) に 相当す る もの と
考 え られ た ｡ ま た こ れ よ り低分子 畳 の 3 バ ン ド (47R, 37K お よ び
34K) は ARS Cに 含 有さ れ て い る機 能 不明 の 蛋 白 であ る｡ 一 方, ai
c ol i の IleRSは 既報 [2 9] の 通り分 子 量 114E の シ ングル ポ リ
ペ プ チ ドと し て泳 動 さ れ た . こ の 結 束か ら AR SCに 含まれ る 8･種
の a min o a cyl - tRNA synthetase 捜 す べ て, シ ン グ ル ポ7) ペ プタ イ
ド (I leRS, L印RS, MetRS) ま たは ホ モ ダイ マ - (LysRS, ArgRS)
であ る こ と が改 め て 藤識 され る ｡
既 に 述 べ たよ う に, ラ ッ ト肝の イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 形成 の ポリ ア
ミ ン に よ る 促進を確 徹す る た め に , 上 記 の 精製 ARSCお よ びラ ッ ト
肝 の 精 製tRⅣAI l¢ を 用 い て反 応を 行 っ た 結 束 をFig . ト7 に示 し た .
こ の 系 で 杜 部分精製 静素 を用 い た場 合 に比 べ て ECl の効果 が 異 な っ
て い た . 即 わ ち, 20m和 正' 存 在下, Ile - tRNA 形成 は 2 mM 以上 の
触2
十
によ っ て顕著 な阻 害 が藩 め られ たの に対 し, 1 mM スペ ル ミ ン
に よ っ て こ の 阻害 は解 除 され ると と も一に, 2-5 倍 の 反 応促 進が見 ら
-25-
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of ARSC
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bo vin e
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れ た ｡ 一 方 , 100 m柁 K
＋ 春 在下 , ス ペ ル ミ ン は 調 べ た 全 て の Mg皇 十
沸 度 で療 著 な鹿追 を引 き 起 こ し た ｡ こ こ で は 1 mM の スペ ル ミ ン
で の 結 果 を 示 し が, 促進 を起 こ す ス ペ ル ミ ン の 至 適沸度 杖 0.5- 1.0
血河 であ っ た.
こ の ス ペ ル ミ ン に よ るIle - tRNA形
`
成 の 促 進 は , 既 に 述 べ た よう に ,
tR 舶 側 に対 す る 僻用 で あ る こ と が 予 想 さ れ た が, こ の こ と を よ り
明確 に す る た め に, 至 連打g2
＋ 存 在 下 ポ 1) ア ミ ン に よ っ て 促進 が見 ら
れ な い 地 辻 の IleRS と tR NAH eに よ る Ile - tRNA 形 成 反応 を
利用 し て ラ ッ ト肝 の 系 と の 組 み 替 え兼 敏 を 行 っ た ｡ Fig . ト8 の A
と B は そ れ ぞれ 臥L 旦出土 と ラ ッ ト 肝の hom ologou s な 反 応 系 で あ
り, BL i9iiで は 1 nMス ペ ル ミ ン に よ っ て至 適和g2
十 浪度 の 低浪 度
価 - の シ フ トの み が起 こ り促 進 は 見 られ な い ｡ こ の 酵 素と tRNÅ1 1守
と を 交換 し た bete r ologo u s系 で は, 反 応速 度 が低 い ため 酵素 畳 を
上 げて ho n ologo u sな 系 と 同 レ ベ ル の 反応 と し て比較 し た ｡ そ の
結束, Fig. ト8, C のラ ッ トの 酵 素 と 姐 の tRNA1 1e に よ る系
で は ス ペ ル ミ ン に よ る 促 進が見 られ な か つ た の に対 し , Fig . ト8,
D の 旦+ 丘旦呈主 の 酵素 と ラ ッ トの t艮NAT le の 系 で は ス ペ ル ミ ン に よ
る 促進 が認 め ら れ た . こ れ ら の 結 果 か ら ラ ッ ト肝 のIle - tR村A形成 の
ポ リ ア ミ ン に よ る促進 に はtRNAI 了e がそ の 鍵 を 握 っ て い る こ と が 判
明 し た .
つ ぎ に, ラ ッ ト肝の Ile - tRNA 形 成反 応 の ポ リ ア ミ ン に よ る促 進
に 関 し て, 通常 の Lin c w e ave r- Bu rk の両逆 数 プ ロ ッ ト に よ り動 力
学 的解析 を 行 っ て み た . ラ ッ ト肝 tRNAl le を variable s ubstr ate
と し た とき, ス ペ ル ミ
'
ン は Vm a.< と Kn 両 億 を 上昇 さ せ た (Fig .
ト9, A) ｡ ま た こ の 時, 比載 的高 濃 度 の tRNAI le は ス ペ ル ミ ン非 添
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加 の 系 で は 反応 を 阻害す る傾 向 を 示 した が, ス ペ ル ミ ン に よ っ て こ
の 阻害 披解 除さ れ た ｡ 一 方, ATPま たは イ ソ ロ イ シ ン を va riable
s u
t
bstrate と し た とき , ス ペ ル ミ ン に よ っ て Vm a xが上 鼻 し, Km 娃
変 わ らな か っ た (Fig . ト9, a, C) . こ れ らの 結 果 より, ス ペ ル
ミ ン に よ る Ile - tR NA 形成 の 促進
■
は, ス ペ ル ミ ン に よ っ て 反応の
Vma x が増 加す る た め で あり, ま た ス ペ ル ミ ン は IleRS の ･tRNA1 1e
に対す る親和性 を低 下 き せ る こ と がわ か っ た .
鮎 ヱ盟+艶盈配艶 色速慮; こ の よ う に, ラ ッ ト肝 の
tRNAt le はIle - tRNA形成 反応 にお け る ポ リ ア ミ ン の 作用 部位 と考 え
られ た が, そ の 塩 基配 列 娃知 られ て い な か っ た の で, まず塩 基酉己列
の 決定 を行 な っ た . そ の 方法 と し て 披, (i) RⅣAの 結合 を1箇所 で
非特 異 的に 切断 で き る 条件 (loo ℃, 5分) で 切 断し た 後, ポ ス ト ラ
ベ ル 法 で[3 2p]1abeled RNAfr agm e nts を調製 し, そ の 末端 の[3 2p]
n ucle o si de dipho spateを T LCで分 析す る 方法 (Gupta ･ Ra nde r at h
法) ; (i i) 3'ま た は5'末端 を3 2p- ラ ベ ル し たtR NA を塩 基特異的
リ ボ ヌ ク レ ア ｢ ゼ で 切 断す る方 法 (Do nis - Eelle r法) の 2法 を用 い
た . ま た, ヌ ク レ オ サ イ ドの 組 成分析 はtRNA を酵素分 解後, HPL Cに
よ っ て 分析 し, A,U,G,Cお よ びmin o rba s eの 存 在比 を 求 め た｡ Fig.
1-10, A に は こ れ らの 方法 で 決定 し た ラ ッ ト肝 tRNAI 7e の 塩基配列
を示 し た ｡ ま た B に はYa r u sand Ba r ell [3 7] および Ku chin o
et al. [3 8] に よ っ て 報告 さ れ た 臥+迫主皇 tRⅣAI le (m ajor spe -
cie s) を示 し た. ラ ッ ト肝 tRNAI le は 77ヌ ク レオ チ ドか ら成 る,
比 較的 GC- rich な分子 で, こ の 塩 基配列 は Shユn rikiet al. に よ
っ て報 告さ れ た [3 9] , マ ウ ス L 1210 細 胞 tRNAf le と 全く 同 一
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で あ つ た ｡ こ こ で は ラ ッ ト と aLJCAiiと の 間で違 い の あ っ た塩 塞
を丸 で 囲ん であ る ｡ 両 者 の 遠 い は殆 ん ど ac c epto r と a ntic o血o n
ste m に集 中 し て い た が, わ ず か な違 い は T¢C ste m にも存在 し て
い た ･ ラ ッ ト肝 tRNAIl e に 紘 antic odon ste m に 2 つ の プ ソイ ド
ウ リ ジ ン があり, また a c cepto r
■
ste mLに G(5)- G(89)ミ ス マ ッ チ が
存在 す る な どの 臥 _ 旦吐主 の そ れ と は異 な る特徴 があ っ た .
1 - 3 ｡ 考 察
ラ ッ ト肝 に代 表 さ れ る 真横 細胞系 の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 形成反応
に 関す る ポ リ ア ミ ン の 効 異 に 関し て は Iga r a shi らに よ る 1974 年
の 報告 に端 を発 す る [2 2〕 ｡ こ の 報告 で は, 謝 べ られ た 9 種 の
ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 形成 反 応 の う ち, Ile と Le u- tR NA 形成 の み が
ス ペ ル ミ ン に よ っ て促 進 さ れ た ｡ そ れ 以 前 よ り 研究さ れ て い たa, i
地 等 の 前 横軸胞 系 の Ile - tR NA形 成反 応お よ び他の ア ミ ノ ア シ ル ･
tRNA形成 に 対 し て, ポ リ ア ミ ン は 至 適阿g2 ＋ の 低濃度 へ の シ フ トの み
をお こ し, 促進効 果 (至 適 触2 十 以上 の 活 性) は示 さ なか っ た . 従
つ て, ラ ッ ト肝 の ア ミ ノ ア シ ル 化 に 対 し て ポ リ ア ミ ン が促進効果 を
示 し た こ と は興 味あ る現 象 で あ っ た ｡
こ の 節 にお い て 披 , 2 つ の 異な っ た将 熱 度の 酵素横 臥 お よび兼
分画tRNA と将襲tRNAI le に よ る ラ ッ ト肝の イ ソ ロ イ シ ル ー tRN且形成反
応 を 行 な い , こ の 反 応 に 対す る ポ リ ア ミ ン の 影 響に つ い て 検討 を加
えた . 前半の 部 分常襲 の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA合成酵素 複 合体 (high
m olec ula r comple x) に よ る 一 連 の 実験 に より, ポ リ ア ミ ン, 特 に
ス ペ ル ミ ン が生 理 的条件 に近 い 反 応条件 下 で , Ile - tR NA形 成を 特異
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的に 促進 す る こ と , そ し て こ の 促 進 は が リ ア ミ ン の tRNA- の 結 合 を
介 し て い る可 能 性 を 明 ら か に し た ｡ ポ リ ア ミ ン がtRNAと 結 合 し, そ
の 立体 構造 を 安 定化す る こ と に関 し て は S .Cohe n[4 0] を 披 じ め
とす る 多 く の 研 究が あ る. L字型 の 3 次 横道 の 発 見 に つ な が っ た ,
ye a st tRNA
Ph e の Eiln& Richに よ る
-
‡ 線構造 解 析 で 娃 , tRNAP he
分子 内 に結 合 し て い る ス ペ ル ミ ン の 分 子 座標 も 明 らか に さ れ た
[4 1] . 天 然 に 広 く 存在 す る ポ リ ア ミ ン の う ち , 正 電荷 の 一 番 多
い ス ペ ル ミ ン が tRNA と相 互 作用 す る の に 最 も 都合 が よ い と 考 え ら
れ る. 3 ま た は 4 つ の メ テ レ ン に 挟 まれ た N の正 電 荷 が核 酸の 2
本鎖 領域 の 安定 化 に適 し て い る と 考 え られ て い る [4 2] ｡
ま た, そ の 時 点 で酵 素 横品 に含 ま れ て い ると 報告 さ れ て い た 5種
の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 形 成反応 に 関 し て も 調 べ , ポリ ア ミ ン の 促 進
が Ile - tRNA 形 成 に特 異 的 であ る こ と が明 らか と な っ た .
完全 に精 製 し た ARSCと tRNAl le を用 い て, 改 め て Ile - tRNA 形
成反応 を行 な っ た が, 結 束 は部分 精 熟視 合 体 と 大 筋 にお い て 同様 で
あ っ た . ポ リア ミ ン に よ っ て 促進 の 見 ら れ な い む + 迫迫 の Ile -
tRⅣA 形成 反 応 と の 組み 替 え実 験か ら, や はり tRNAI le が 促進 に
r e spon sible であ る こ と が確 実と な っ た . 次 に , 分子 レ ベ ル で ポ リ
ア ミ ン がt RNAの ど の よう な部 分 で 結 合 し, また そ の 結 果 い か な る変
化を引 き 起 こ す か を粛 ベ る た め に, ラ ッ ト 肝 の tRNAf le の 塩基 配列
を 決定 し た. 今 回 明 らか と な っ た ラ ッ ト肝 tRNAr 】e の 塩基 配 列 を ポ
T)ア ミ ン の 促進 の 見 られ な い 地 辻皇 の tRNAI
l e
m a+ . rと 比較 し た
と こ ろ, 両 者 の 遠 い は a c c印 tO r な ら び に a ntic odon ste m に 姪 ぼ
集 中 し て い た . ポ リ ア ミ ン が 主に 核 酸 の 二 重鎖 領域 に結 合す る と 考
える と, こ の 部分 に両者 で差 が見 られ た こ と 杜興 味深 く, こ れ ら の
-34-
塩 基 の い く つ か が ポリ ア 篭 ン と tRNA と の 特異 的 な相 互僻 用 に関 連
し て い ると 考 え られ る｡
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欝 2節 イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 形成反 応 の 基質 結 合順 序 に対 す る ポ リ
ア ミ ン の 影響
ア ミ ノ ア シ ル ･ tR NA 形成反 応 は通 常 次 の 様 な 2 段 階 の 反応 に よ っ
て行わ れ る と さ れ て い る (こ こ で, 酵素と 娃 ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA
合成酵素 を さす) ｡
ア ミ ノ 酸 ATP ＋ 酵 素 う
ア ミ ノ ア シ ル ー A托P｡ 酵素 ＋ P Pi 〔step l〕
ア ミ ノ ア シ ル ーAMP･ 酵素 ＋ tRNA ヰ
ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA ＋ AMP 十 酵素 〔step 2〕
ア ミ ノ ア シ ル 化 が 2 段 階を 経 て 進 む こ と 披 step lで 生 じ る ア ミ ノ
ア シ ル ーA椎P 一 酵素複合体 (中間体) が場 合 に よ り単 離可 能 な こ と ,
ま た ア ミ ノ 酸依存 の[3
I
'
-
L
P]PPi-ATP交換反 応, 単 敵中 間体 か らtRNAへ
の ア ミ ノ 酸 の 転移 反 応等 の 部 分反 応 が検 出き れ る こ と な どか ら証 明
され て い る . し か し, 大 腸菌 の IleRSで 姓, Mg2 十 の 添 加 な し に ポ リ
ア ミ ン の み で も か なり のIle - tRⅣA形 成 が起 こ り, こ の 場 合上言己の 中
間体 を 艇由 し な い こ と が Iga r a sbi et al . と Takeda et al . に よ っ
て報告 きれ た [2 9, 4 3- 4 6] . 従 っ て, 条件 に よ っ て は ア
ミ ノ ア シ ル ー tRNÅ形成 は上 の 式と 娃 異 な っ た反 応経 路 で反 応 が 行わ
れ る. 筆者 は 大 腸菌 で 見 られ た 上 記 の 反 応 様式 であ る r a ndom se -
qu占ntial n e cha nis m が 噂乳動 物 の Ile - tRNA形 成反 応 で も起 こ り得
るか 否 か, そ し て 策 1廓 で述 べ た ポ リ ア ミ ン に よ る ラ ッ ト肝 の Ile
- tR舶 形成 反 応 の 促進 の メ カ ニ ズム に つ い て, 本反 応 を 部分 反 応 に
分 け て辞 し く解 析 し た [2 4コ .
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2 - 1 ｡ 案 験材料 と 方法
ラ ッ ト肝 の 部 分精製 ア ミ ノ ア シ ル ー tRN A合成酵 素複合体 杜 卜 1 で
述 べ た もの を用 い た ｡ ま た , こ の 節 で用 い た tRNA は ラッ ト肝
100,000g上 滑 よ り得 られ た 未分画 の もの を 用 い た . そ の 他 の 試薬 披
市版 の 特級 品を用 い た ｡
B i_ 度盛 息応旦盈塵鼠吸塵旗
Ile - tRNA形成 反 応 を Clela nd[4 7 - 4 9] の 方法 に基 づ い て 解
析 し た ｡ こ の 場 合, 初 速 度を 示 す よう な 酵素畳 を 各実験条件 で 算出
し た ｡ 標準 の 反 応条件 は 0.05ml 申 に 50mM Tris - HCl (pH 7.5),
50nM KCl, 1 m把 DTT & 1.87 p g の Ile - tRNA syntheta se を 含
む ｡ Mg(CH3COO)2 , ス ペ ル ミ ン , tR NA, ATPお よ び [1 4C]is o-
1eu cin e(ll.8 T Bq/m ol)は素敵 条件 に 合わ せ て 変 え た ｡ 反応 は 30
℃ で 3 分ま た 紘 22 ℃ で 6分 行な っ た . そ の 後 は 2 - i , (2) の
方法 に よ っ た ｡
旦⊥ 地 産
0.1 nl の反応液 中の 組 成 は, 50 m河 Tris - HC1(pH 7.5), 1 m旭
D TT, 2 n河 ATP, 2 nM s odiu m[3 2p]pyr ophosphate ( 比 放射 能: 600
cpn/n m ol), 10 pM isoleucin e, & 3.74 p g of Iユe - RS を含む .
馳(CHきCOO)2 , K Clお よ び ス ペ ル ミ ン は 図 に示 さ れ た濃 度 で加 えた .
37 ℃ で 30分加 温 し た の ち, 反 応 停止 液 と し て 12 mg の 活性 炭
(No rit A) を含 む 10% T C良0.5 mlを 添加 し, 0℃ に 10分 放置後,
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活性炭 を W batm ann GF- C に 集 め, さ らに 蒸留 永 で 洗浄 し た 後, 戟
燥 さ せ , ト ル エ ン 系 シ ン テ レ 一 夕 申 で
3 2p- 由来 の 放射 能 を測定 し
た｡
生⊥ 地 底
反応液0.5 ml の組成 披, 10mM Tris
一 打Cl (pH 7･5), 50nM KCl,
1 mM DTT, 5 KBq of [1 4c]is ole u cine (ll.8 GBq/m m ol), お よ ぴ
2 mg of lleRSさ らに 各漉度 の 馳(Cn3COO)2 と ス ペ ル ミ ン と し,
So ℃ 10 分加温 し た｡ こ こ で用 い た IleR Sは DEAE- S印bade xA-25
ス テ ッ プを省 い た 額品 (背教度; 約 30倍) を用 い た ｡ 反 応後 直ち
に冷 却 し, これ を10､nM Tris
-tlCl(pH 7･1), 6 mM 2- me r c apto -
etha n ol, 良 0.1 m和 EDTA で平 衡化 し た Sephade x G- 50 カ ラム(1･4
Ⅹ 20c m)に か け, 同線 衛液 で 溶出 さ せ た . 2 ml の各 フ ラ ク シ ョ ン よ
り 0.1ml ず つ を 25m m の ろ 紙 に つ け放射能 を液体 シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ ー で 側 定し た . [14C]is ole ucyl-AM P･ En zyme複 合体 量 は
複合 体の 溶 出位 置 の 放射 髄 を合計 し て求 め た ｡
tRNA
1 4c]is ole ucy1- AMP･ En z yme複 合
a 症
の [1 4c]is ole u c yl -
0.35ml の反応液 中 に 10n托 Tris 一 往Cl(pH 7.1), 5 0m放 KCl, 6
m托 2- n e r c apto etha n ol, 0.1 m和 ED TA, 3 500cpm of [1 4c]is o-
ユe u cyl -AMP･ en zyn e c o mple x(上 記 の 方 法 で謝 製 し たも の) , 0･5
nM ATP, 50 p g r at liver tRNA, お よ ぴ各濃 度 のMg(CH3COO)2お よ
び ス ペ ル ミ ン を 含 ん だも の を 謝製 し, 30℃ で 1分反応 を行 っ た .
0.35 血1 の 10S TCA添加 に より 反応 を 停 止 さ せ , 沈澱 を Whatna nn
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GF/C 上 に集 め, き らに こ れ を10 ml の TCA で洗 浄 し て か ら放射能 を
測 定 し た ｡
2 - 2 ｡ 実 験結束
馳 旦旦基盤鼠色弘也 娘 虹 吐 担 _ 吐 娘 吐壁 ; 阿g2＋ , ス ペ ル ミ ン,
お よ ぴ両 カ チ オ ン 存在 下 での[1 4c]is ole u cyl ･ tRNÅ 形成反 応 に つ い
て, Clela nd の方法 に 従 っ て 解析 し た｡ 即 わ ち, イ ソ ロ イ シ ン ,
ATP, お よ ぴ tRNA の 3 基質 の 内 の2種 に つ い て, Mye r s et al. の
呼称 [5 0] に 従 っ て, 一 方 を v a riable s ubstr ate と し, 他方 を
cha nging fixed s ubstr ate と し た ｡ Fig . ト11 はま ず 22℃ にお
い て [1 4c] is ole ucine を v a riable s ubs七r ate と し, tRNA を
cha nging fix ed s tlbstr ateと し た 時 の 結 果 であ る . Mg2
＋ 単独お よ
ぴ 托g2 十 と ス ペ ル ミ ン 共 存下 で は, 商連 敷 プロ ッ ト 披平行 な 直線 と
な っ た (Fig . I-l l, A, ち) ｡ 一 方, ス ペ ル ミ ン 単独 で は 集束する
直線 と な っ た (Fig . ト11, C) . 同 様の 結果 は 30 ℃ の 反応で も
見 られ た (Fig･ 1-.12) .
AT.P を v ariable s ubstr ateと し , tRNA を cha nging fixed s ub -
str ateと し, [1 4c]is ole u cin e を 一 定量 と した 場合, Fig. 1- 13,
A, B のよう に, 托g2 ＋ 単独 , お よび 触2 十 と ス ペ ル 軍 ン共存下 では,
平行 な 直線 と なり, ス ペ ル ミ ン の み で は Fig . ト13, C のよう に集
束す る 直線 と な っ た.
ATPを v a riable s ubstr ate と し, [1 4c]is ole u cin cを cha nging
fix ed s ubstr ate と し て tRNA を - 建 と し た 時, Fig . 1- 14, A, B,
C のよう に 和g2 十 単独, 馳2 十 と ス ペ ル ミ ン , お よ び ス ペ ル ミ ン 単
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独全 て の 系 で, 集束す る 直線 と な っ た ｡ 即 わ ち , Ile - tRNA形成反 応
に お い て , ス ペ ル ミ ン が単独 で 存在 す る と き は 常 に 集 束す る 直線 と
な り, 一 方 触2 ＋ 単独も し く は Mg2
＋
と ス ペ ル ミ ン 共存 下 で は, ATP
を va riable s ubstr ate と し[
■
1 4c]is ole u cirl eを cha nging fixed
s ubstr a七eと し た と き に の み 集 束す る 直線 とな っ た｡ 以上 の 実験 を
Clela nd の解析 法 に従 っ て解 釈す る と, ス ペ ル ミ ン 単 独 の 糸 で の
Ile - tRNA形 成 に お い て は, ATP, イ ソ ロ イ シ ン , tRNA の 3 基質 は
Il母 - tRNÅ synthetase に ラ ン ダム な 順序 で 結合 す る こ と , 反応 生成
物 (PPi, AMP, お よ び Ile - tRNA) 捜 そ の 後 に 酵素 よ り遊 離す る と
考 え られ る . し か し, Mg2＋ 単独, も し く は Mg2 ＋ と ス ペ ル ミ ン 共
存下 で は, 反応 は bi- u ni - tl nトbiping po ng mecha nis n で 行わ れ
る と 考 え られ る .
塾里旦ヒ 励 む乙ヒ姐地色艶里; Ile - tRNA 形 成
反 応 は① の 結束 よ り, 托g2 ＋ 単独 あ る い は
■
托g2
' と ス ペ ル ミ ン 共 存下 で
は2段 縛反 応 で進 む こ と がわ か っ た が, ポ T) ア ミ ン のⅠユe - tRNA 形 成
促 進機構 を解 明す る た め に, 本反応 の 中間 体形 成 に対 す る ポ リア ミ
ン の 効 果 に つ い て 検討 を加 え た. こ の 反 応の 啓 一 段 階 で あ る is o-
1e ucin e 依 存 [3 2p]ppi-ATP交換 反 応 を各 添度 の 托g2
＋
, ス ペ ル ミ
ン , も し く は両 者 の 共 存下 で 行 っ た の が Fig . ト15で あ る ｡ 各港度
の ス ペ ル ミ ン存 在 下 で は, PPトATP 交換 反応 は 全 く 見 られ な か っ た ｡
一 方, 稚g2 ＋ 単独 あ る い 娃, 拘g2' と ス ペ ル ミ ン 共存下 で は 反 応が 見
られ, 至 連 杓g2 ･ 漉度 娃 EClゐ濃度 に か か わ らず 5 nMで あ っ た .
こ の 糸 に tRNA を添 加 し た と こ ろ, Mg2
十
の み に よ る PPi-AT P交
換反 応 で は 顕著 な 阻害 が 見 られ た (Fig .1-15, B,D) . と こ ろ が,
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馳2 ' お よ ぴ ス ペ ル ミ ン の 系 で 披 こ の 阻害 披見 られ な か っ た (Fig.
1-15, ら, D) . PPi一且TP交換 反応の tRNAに よ る 阻害 披 5 m和 地2 ＋ ,
50nM KCl, お よ ぴ 150p gtRNA 存 在下 で 約 50Sで あ っ た ｡ こ の こ
と を権藤す る た め に , tRNA の 各漉度 に つ い て is ole u cin e 依存 の
PPi-ATP交換反 応 を行 っ た の が Fig 1-1 軒 であ る . Mg2 十 の 存在 下,
用 い た 最小 畳 で あ る 25p g の tRNÅ で 阻害 が起 こ り, ス ペ ル ミ ン
の 追 加 に よ つ て 阻 害 は解 除さ れ た｡ こ の tR舶 に よ る 阻害 が イ ソ ロ
イ シ ン の 系 に 特 異 的 であ る か 否か を 検討 す る た め に, 同 じ 酵素 襟品
に含ま れ て い る 1ysyト tRNA syntheta s eに よ る 1ysin e 依 存 P Pi-
ÅTP交換反応 を行 っ た. こ の 系 で はtRNA 150〝 g を加 え た とき ごく
わ ず か な阻審 旺 徳 め られ たも の の , こ の 阻害 の ス ペ ル ミ ン に よ る 解
除 は 見 られ な か つ た (Fig. ト17) . さ ら に, こ の 阻専 に tR ⅣA の
inta ctな3
'
一 束端 が必要 か 背 か に つ い てFig. ト18の 実験 で 確 か め た.
柑aIO4酸化 に よ っ て 3' 一 束端 の リ ボ - ス が園窮 し た tRNAで も, PPi -
ATP交換反応 の Mg2' 単 独存在 下 で の 阻害と, ス ペ ル ミ ン に よ る 回 復
が緩 め られ た . 即 わ ち, is oユe u cin e 依 存 PPi-ATP 交換反 応 の
tRNA に よ る阻害 に は tRNAの ア ミ ノ 敢 受 容能 は 必要 で は な い こ と
がわ か っ た .
Is oleu c y二卜 細P ｡ En z y m e複 合体形 成 に 対 す る 触2 ＋ お よ ぴ ス ペ ル
ミ ン の 影響 : カ ラ ム で分 離 ･ 定量 し た[1 4C]Is ole u cy1 -AMP･ En zyme
複 合体 (中間体) の 形成 に対 す る河g2 ＋ と ス ペ ル ミ ン の 効果 を鯛 ベ た
の が Table ト3 で あ る . ス ペ ル ミ ン 単独 で は 中 間体 形成 をお こ す こ
とが で き な か っ た . つ ま り, .5 m和 托g2
＋
に より 8325cpm の 中間 体
が 生 成 され た の に 卸 し, ス ペjレミ ン 2 mM で 娃 3&37cpnで あり,
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in stead of isoletlCin e. ㊨ , 50凪稚 監
＋
; 0 , 50m托 E
＋
and
l 皿岸 spe min e; Ⅹ , 50n# 昔
'
a血d 150 p gof tR鵬 (r at
liv e r, u nfT aCtio n ated); A , 50n稚 E
＋
, 1 皿世 spe r 汲ine a nd
150βg of tR鮎 .
-48-
首
長 6
V)
l中J
こ
コ
O
O
ヽ ■■ 一
■
葛 4
≡
L
O
l中･ 一
臥
堤
訂 2
Cq
”
】
O
”
1
0
サ
ー 1
0
0 5 10
訂朋g刊(mM)
F i g ｡ 1 - 1 8｡ Effe ct of o xidiz ed tRNA o n isoleucine -
dependent [3 2p]ppi-ATP ex cha nge. The a s s ays 甘e r e
c ar ried out as des c ribed in 把aterials a nd Hethods
e x c ept that .150FLg Of oxidiz ed tRNA(rat li'v c r,
u nfr a ction ated) w e r e added 与o the r e a ctio n mixtu r e. ㊨ ,
5 0m和 瓦＋; ○ , 50n朽 E
＋
a nd 2 m和 sp色rmine.
･49-
T a b le Ⅰ I 3
Effe ct of spe r mirle a nd 托g
2＋
o nis ole ucyl
･AMP ｡
enzyn e c o mple xfo r m atio n
The pr ecedures ar ede s c ribed in Mate rials a nd Methods･
The qtl a ntity fo r m ed witho ut 触2
＋
a nd ATP(263co u nts/Din)
was subtr a cted fr o m e a ch v alu e.
仁atio n added Co n c h
(mM)
[1 4c]Idole u cy1-A椎P
e n zym e c o mpe xfo r m ed
(c o q nts/min/mg en zym e)
None
Mg
2十
拘g
2十
Spe r nin e
Sper mln e
馳2
＋
＋ spe rmin e
馳2＋ ＋ sper mine
5
10
1
2
5 ＋ 2
10＋ 2
3566
8325
8241
3332
3837
8844
8128
50
Mg2
＋
も ス ペ ル ミ ン も 加 えな い儀 の 3566cpm と 馴ま同量 であ っ た ｡
こ の 結 果旺 ⑧ で 示 し た ス ペ ル ミ ン の み で は is ole u cine 依存[3 2pコー
PPi･ ATP交換反 応 を引 き 起 こ せ な い こ と と 一 致 す る.
卿 旦出 盛 遡 吐 出 放生
盈盛旦 蜘 彪腰: こ れ ま で の 結果 より, ス
ペ ル ミ ン は 中間 体形成 に 対す る t RNA の 阻害 を 解除す る こ と が判明
し た が, Ile -t RNA形成反 応 の 2 段 帽目の 反応 で あ る, [1 4c]Is o-
1e u cyl-A門P ･ En zym e複合 体 か らの[1 4cコIle - tRNA形成 に対 する ス ペ
ル ミ ン の 影響 に つ い ても柑g2
＋
と 比較 して 兼敏 をお こ な っ た ｡ そ の 結
果 Fig･ ト19 に示 し た よ う に, 50mM ECl存 在下, ス ペ ル ミ ン 娃
●
阿g
2 ＋ (1 mM以上) 単独 の 場合 よ りわずか に 促進傾 向 を示 し た ｡ デ ー
タ に は 示 して い な い が, 200m阿 E Cl存在 下 でも 同様 の 結果 であ っ た ｡
盈 艶監 郎
辺 地 藍色塵遜 ; 2 - 1 で述 べ た 様 に, AR SCと tRNAI le -を完全 に
精製 で き た の で, これ らを 用 い て ② の 結果 を再確 認す る事 に し た.
Fig･ 1- 20は そ の 結 束 で あ る｡ 1 m和 ス ペ ル ミ ン により, ARS Cに よ
る[3 2p]ppi-ATP交換反 応 は わずか な促進 がみ られ た ｡ こ の 糸 に カ ラ
ム で 高 度に 精製 し た tRNAI leを加 え ると 反 応姓 顕著 に 阻害 を受 け た .
阻害 に 要す る tRNAt le の 最 小 量 は 0.O トO.0 2 p g と 辞素 と ほぼ
stoichio m etric
,
な 量 で あ っ た (Fig ･ ト20, A) . 一 方, tRNAエー e
鋼製 時 に tR NAI le 以 外 の 位置 に カ ラ ム で 溶 出さ れ た , tRNAI le
- l 8 S 5
(tRNAI = e を全 く 含ま な い tRNA) を 加 え た と こ ろ, tRNAI = e と 昧異
なり, 阻害 は全 く 諌め られ な か っ た (Fig. 1- 20, C) . ま た, ARSC
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申の 1ysyl - tRNA syntheta s eに よ る 1ysin e- depe nde nt PPi-ATP
e x cha nge に対 し て tRNA! 1e は 阻害 を示 さ な か っ た ｡ こ れ らの 結 果
よ り , isole u cin e- depende nt [3 2p]p p トAT P交 換反 応 に 対す る tRNA
の 阻害 は tRNAI le 自身 に よ る, イ ソ ロ イ シ ン の 反応 系 に 特異 的 な も
の であ る こ と が確 藤 さ れ た ｡
2 - 3 ｡ 考察
こ の 節 で はIle - tRNA 形成 反応 の 速度静 的解 析 を Clela nd の方法
で行 っ た｡ 地 のIle - tRNA 形 成反 応 に お い て, 反応系 に Mg2
＋
を全 く 加 え な く て も mM オ ー ダ ー の ス ペ ル ミ ン に より か な り の 速皮
でIle - tR N岬ミ起 こ る [5 1] . こ の 反 応 の 動力 学 独, 多価 カ チオ ン
が ポリ ア ミ ン の み の 系 で は基 質の 結 合 順序 に関 し て, 従来 の ア ミ ノ
ア シ ル ーAMP･ En zym e 中 間体 を経 由 し な い とす る, r a ndo m sequen -
tial(c o n certed) m e cha nis mで行 わ れ る こ と が Iga r a shiらに よ っ て
示き れ [5 2 - 5 5] , 賛否両 論 を を巻 き起 こ した ( そ れ ぞれ
[5 6] お よ び [5 7 - 5 9]) . 筆者 らに よ る ラ ヅ ト 肝 Ile -
tRNA 形成 反 応 に お け る, Clela nd ty pe の 解析 に より, ス ペ ル ミ ン
単独 で 杖 , 反応 速 度 は低 い な が らも, や 姓 り r a ndo m sequential
(co n certed) m e cha nis m で反 応が 行わ れ て い た . こ の 壕合, 原子 吸
光分析 に よ っ て 測 定 し た 混在 す る tr a c e畳 の 和g2 十 は 23 p稚 で あ
つ た . 一 方, 托g2 ＋ ま た は, Mg2
＋
と ス ペ ル ミ ン の 系 で は , bi- uni
u ni - biping po ng 皿e Cha nismで反 応 が進 行 し た . 即わ ち , 和g2
＋
の
添加 に よ っ て 反応 機構 は o n e- step m e cha nis m か ら tw o- step
m e cha nis m - と 変 化 し た こ と よ‾り, こ こ で は AT P-托g2 ＋ 軒 体 が 中間
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体形成 に 必須 な 基質 な の で は な い か と考 えられ る ｡ 地 で は
馳2 十 が存在 し て い る の で, Ile - tR NA 形成 は t 附 Step mecha nis m
で進行 す る と 考 え られ る ｡
ス ペ ル ミ ン のIle - tR 舶形成 反 応の 促進機構 を 明 らか にす る た め に,
二 段 階反 応 の 各 ス テ ッ プ に た い す る ス ペ ル ミ ン の 影 響 に つ い て実 験
を行 っ た｡ そ の 結 束, tRNA非存在 下 の step l反応 に 対 し て, . ス ペ ル
ミ ン 娃 影響 を 与 え な か っ たが, tRNA 存 在下 で は こ の 反応 娃 ス ペ ル
ミ ン に より 促進さ れ た ｡ ま た, step 2 の 反応 (こ れ は, c atalytic
な反応 と し て は 実 験出来 な か っ た の で , sもoicbio metric, 即わ ち
o n e sho七 度応 と し て行 っ た) に た い し て, ス ペ ル ミ ン はわ ずか な
促進 を 示 し た. こ れ ら の 結果 より, ポ リ ア ミ ン は Ile - tRNA 形成反
応 に 対 し, is oleucyトAM P･ En zyme複 合体形成 に対す る.tRNA
i l争 の 阻
害 を 抑 える こ と に よ っ て, こ の 反 応 を促進 す る と考 え られ る｡ 生 体
内 で もstep l に常 に こ の tRNA阻害 が倣 い て い る と 見 られ るの で,
ポ リ ア ミ ン の Ile - tRNA形成反 応 促進機 構 の 少 な く と も 一 部 娃, こ
の 阻害 の 解除 に よ る曾 SteP l に対 す る 促進と 考 え られ る .
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欝 3 節 イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA形成反 応 のRNAに よ る 阻害 と が リ ア ミ ン
前節 にお い て , ラ ッ ト肝Ile - tRNA形成 反 応 の ポ リ ア ミ ン に よ る 促
進作 用 が, 2段 曙を 経 て 起 こ る 本反応 の step
'
1に 対 す るtRNA王- e の 阻
害を ポリ ア ミ ン が解 除さ せ る 為 であ る こ と を 示 し た ｡ 本節 で は, こ
の こ と と 姓 別 に, IleRS に 対す る核 酸 に よ る非特異 的 阻賓現 象 に つ
い て述 べ る ｡ 合 成 ポ リ マ ー poly(G) や , リ ボ ゾ
ー ム に よ っ てお こ
る Il針 tR NA 形 成 反応 の 阻害 は酵 素上 の tRNA 結合部位 と 紘 全 く 別
の 部位 での 現象 と み られ る が, ポリ ア ミ ン に よ っ て 阻害 が消 失す る
と こ ろ が興 味深 い [6 0 ]｡
高 等真横 細胞 の あ る 種 の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 合 成酵 素 (IleR Sも
こ の 仲 間で あ る) に は こ う し た ポ リ ア ニ オ ン 結合 性 の サ イ ト が含 ま
れ て い る らし (, 進化 の 過程 で付 け加 わ っ た こ れ らの 一 見 余分 な ド
メ イ ン が果 た す役 割 に つ い て 練 ほ と ん ど蘇 っ て い な い ｡
3 - i . 実 験材料 と 方法
ll
ラ ッ ト肝 の 部 分 将製 ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA合 成酵素 複合 体は ぃ 1 で
述 べ た部分将 製 の も の を用 い た . ま た, こ の 節 で 用 い たtR NAは ラ ッ
ト肝100,000g上 清 より 得 られ た泉分 画 の も の を用 い た . poly(A),
poly(C), poly(U), poly(G) お よ び poly(Ⅰ)は Sigm aより 購 入 し た ｡
ラ ッ ト 肝お よぴE. c oliQ13 リボ ゾ ー ム お よび 30S と 50S 亜 粒 子 は
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常法 [6 1, 6 2] に よ り調 製し た ｡ そ の 他 の 試薬 は 市販の 特級試
薬 を使 用 し た .
呈⊥_ 幽 艶監配慮
活性 の 測 定 は 0.05ml の次 の 反応 液 で 行 っ た: 50n押 Tris - nCl
(pH 7･5), 50m粥 KCl, 1 mM dithiothr eitol, 1 mM 和g(C I3COO)2 ,
2 m阿 ATP, 75fL g r at live r tR阿A, 1.85 KBq of [1 4c]is o-
1e u cine (10.3 MBq/m m ol), お よ ぴ 1.87 p g of lleR S. 反 応 は
so ℃ , 10分 行 な い , そ の 後 は 2 - 1 に記 した 方法 に よ っ た ｡
3 - 2 ｡ 結 果
地 史え且旦温室
池 ヱ主之虹よ旦旦塵; ポリ ア ミ ン は後の 章 でも示す よう にRNA
に対 する特 に強 い 親和 性 を 有 し, こ れ は single str a nded RNA よ
りも do uble'str a nded RNA に 対 し, より,強 い こ と がわ か っ て い る
[6 3- 6 5コ ｡ Ile -r岬NÅ形 成反 応 の ポリ ア ミ ン に よ る促進 機構 を
解 明す る た め に , ポ リ ア ミ ン と 相互 作用 す る 可 能性 の ある RNA と し
て, 合 成 ポリ ヌ ク レオ チ ド (合成 ホ モ ポリ マ ー ) を Ile - tRNA 形成
反応 に 共存 さ せ て み た .
.
Fig . 1- 21, A に示す よう に, .1 m和 地
2 十 存
在下 に お け る[14c]Ile - tR舶 形成反応は poly(G)お よ ぴ poly(I)に
より著 し い 阻害を 受け た . こ れ らの ポリ マ ー は A. Ricb に よれ ぱ
triple str a ndと な っ て い る と さ れ て い る [6 6コ . 一 方, そ の 他
の 合 成 ポリ マ ー 〔poly(A), poly(C), poly (U)〕 は こ の 畳 で はほ と
ん どな ん の 影響も 与 え な か っ た . こ こ に 2 m朽 の ス ペ ル ミ ン を 加 え
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た と こ ろ' こ れ ら の 阻害 娃完 全 に 回 復し た (Fig . ト21, a) ｡ 各種
の ポ リ ア ミ ン に つ い て, poly(G) に よる 阻害 に 対す る 回復 鰭を謝 べ
て み た . Fig ･ ト22 に示す よ う に, ス ペ ル ミ ジ ン は ス ペ ル ミ ン と
同様 の 回 復能 を示 し た が, 至 適濃 度 娃 ス ペ ル ミ ン の 約 4 倍 であ っ
た ｡ 一 方, プ ト レ シ ン で は, 20nM 以上の 高 濃度 でも 阻害 の 完全な
回 復 は 見 られず, 部 分的 な 効果 に留 意 っ た ｡
盈 地 色藍登: 上 記の よう に
Ile - tR舶 形成 反応 は do uble ま た は triple str a nded RNA によ っ
て 阻害 を受 ける こ と がわ か っ た の で , こ れ らの RNA を実 際 に含ん
で い る と 考 えられ る リ ポ ゾ ー ム の 影響 に つ い て謝 ベ て み た . Fig.
ト23 に示す よう に, 1 m柑 叩g2 ＋ 存 在下, ラ ッ ト 肝お よ ぴ E. c oli
の T) ポ ゾ - ム に よ っ て Ile - tRNA 形成 はや はり 阻害 を 受 机 その 程
虎 杖 poly(G) と 梗 ぼ同 レ ベ ル で あ つ た . ま た, ラ ッ トと E . c oli
リ ボ ゾ ー ム の 間 で差 披見 られ なか っ た ｡ こ の 阻害杖 2 m把 ス ペ ル ミ
ン に よ っ て ほ ぼ完全 に 回 復 し た ｡ 囲 に は 示さ な か っ た が, 地
I) ポゾ - ム の 30S と 50S 亜 粒子 に つ い て Ile - tRNA 形成反応の 阻
害能 に 差 があ る か 否 か を 謝 べ た と こ ろ, 30S 亜 粒子 の 練う がや や 阻
害能 が大 き か っ た も の の , 共 に 阻害 を か け, ス ペ ル ミ ン に よ っ て こ
れ ら の 阻害 は 解 除さ れ た ｡
地
主 : Ile - tRNA形成 反応 に 対す る poly(G)お よび リ ポ ゾ ー ム の 阻害機
序 を 明 らか にす る た め , tR舶 各濃度 にお け る 阻害 を両 逆数 プロ ッ ト
に よ っ て解析 し た の がFig. ト24であ る . poly(G)と リ ポゾ ー ム は と
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to the r eactio n mixttlre . ㊨ , SPe r nine; 0‾, sper midine;
Ⅹ , ptltre S Cine .
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も に リ ポゾ ー ム に対 し て非 親告的阻 審を 示 し た . 従 っ て, poly(G)や
リ ボ ゾ ー ム は tRNA と 披異 な っ た酵 素上 の 部位 に結合 する 事 によ っ
て , Ile - tRNA 形成 反 応 を 阻害す る こ とがわ か っ た . また , Fig.
ト25は 馳2
＋
お よ ぴ E＋ の 濃 度を変 えた と き の poly(G)の 阻審を 蘭
べ た も の で あ る が, Fig . ト25, A の よう に托g2 ＋ を 3n朽, 5 n拘と 上 鼻
させ る と poly(ら)の 阻害 は ポ リ ア ミ ン 非 存在下 で も減少 し た. 従 っ
て poly(G) 阻害の ポリ ア ミ ン に よ る 回復 の 一 部 は馳2 十 に より代替可
能 で あ る こ と がわ か っ た. 一 方 貰十 漉度 を上 昇 さ せ ても poly(伝)の
阻害 娃 あま り減 少 し な か っ た (Fig . ト25, a) .
3 - 3 . % *
蛋白合 成装置 であ る リ ボ ゾ ー ム や poly(G) の よう な do uble - も し
く は triple str a nded 脚A に よるIle - tRNA 形 成反 応 の 阻害と ポリ
ア ミ ン に よ る 阻害 の 解 除 娃, 主吐 血 の 現象 と は い え,･鼎味あ る
性質 であ る . こ の 阻害 捜 そ の kin etic s か ら, IleRS の(tRNAの 結
合す る) 蒋性部位七 は 異 な る 静素上 の 部位 へ の 作用 と考 え られ た.
高等 動 植物細胞 の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA合成静 素 の あ る種 の も の , 例
えば ヒ ツ ジ肝 の
■
phe - tRNAsyntheta s eは酵素 上 に polya nio n-
binding si te(ら) を 持 っ てお り, リ ポゾ ー ム に 結合 能があ る が,
酵母 の よう な 1o w e r e u c a ryote の 同 じ酵 素に は こ の 種 の 性質は 見
られ な い , と の 主張 がそ の 後 い く つ か提 出き れ た [6 7 - 6 9] .
ア ミ ノ ア シ ル ー tRⅣA合成酵 素 の 細 胞内分布 に 関す る, 細 胞組織学
的研 究 か らも, ARS Cは粗 面小 胞 体 に結合 し て い る と の 報告もあ る
[7 0] . 欝 1 章 で述 べ た ARSC の精製 に お い て bepa rin -
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Sepha r o s eを 使 っ た こ と 軌 ARSC の少 な く と も 一 部分 に , ヘ パ リ
ン の よ う な ポ T) ア ニ オ ン に強 い 親 和性を有 す る 部位カミ存在 し て い る
こ と を 予想 き せ た , そ し て, Ⅱ - 3章 で ÅRSC か ら ト リ プ シ ン で単
能 IleRS(I RSS) を 精製 し た 際も争 IRSS は hepa rin - Sepha r o s eに
よ く 結合 し, 精製 手段 と し てう ま く利用 す る こ と が でき た｡ 従 っ て,
状況 証拠 で 杜あ る が , ラ ッ ト肝の IleRS上 に は polya nion binding
site(ら)が存在 し て い る と 掛 られ る ｡ IleRSに 実 際に そ の 様 な サイ ト
が存在 して い る か 否 か の タ ン パ ク化 学的解 析 披ま だ行 っ て い な い が,
こ れ を 明 らか に す る こ と に よ っ て, pr o c a ryote あ る い は 1o w e r
e u caryote か ら highe r e u c a ryote ヘ の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA合成 酵
素 の 進 化 に 関す る知 見 が 得 られ る 可健性 が あ る ｡ 実 際, 宣⊥ _ 威 の
IleR Sの 分 子量 は 114E であ る の に対 し, ラ ッ ト肝 IRSSは 146E
で あ っ たの で (共 にsユngle polypepti de) , こ の 大 き さ の 差 に
highe r e uca ryote lleRS た る 部分 - polya nio nbinding siteを含
め て - が隠さ れ て い る と 予想 し て い る ｡ こ の site を獲得す る こ と
に よ っ て ARSC の細胞 内 で の c o mpa Ttm e ntaliz atio n, も し く は
1ocaliz atio n が可能 と な っ た の で は な い だろう か .
ポ リ ア ミ ン がpoly(G), poly(I)や リ ポ ゾ ー ム の 阻害 を解 除す るメ
カ ニ ズム は よ く わ か ら な い が, こ れ らの 分 子 の net cba rge を 中和
さ せ る ため であ ろう ｡ た だ し, 1 価 の カ チ オ ン で.は殆 ん ど こ の 効 果
は 代理 で きず, Mg2 ･ であ み 部分 的に 代替可 能 で あ つ た こ と か ら, ス
ペ ル ミ ン や 和g2
＋ が RNA の double str a rld の申に入 り込 ん でそ の
立体横 道 を よ り c o mpa ct に し た結 束, 酵 素上 の polyanio nic site
(sites)と の 相互 作用 が消 失 し たも の と考 えて い る . 生 体内 でも
IleR S(ARSC) の 1oc aliz atio nに よ つ て は こ の よう な 阻害 が内 因性
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物質 に より 起 こ り 得 る と み られ , Ile - tR NA 形成反 応 の 直接 の 促 進
以外 に,
_
こ の よう な 間接 的 な 形 で ポ リ ア ミ ン が Ⅰユe - tRNA 形 成 を 上
げ る方 向 に倣 い て い る 可能 性も考 え られ る ｡
-68-
欝 EE 章 ポ リ 竜 ン をニ よ る
七 R - A
I le
分 子 の 立 体 構 造 変 化 の
坤 鼎 ･ 隆
第 1 節 ポ リ ア ミ ン に よ っ て 引普 起 こ さ れ るtRNAI le 分子 の 立体構
造変 化
前車 に お い て , ラ ッ ト 肝のIle - tRN魚形成反応 の ポ リ ア ミ ン に よ る
促進 は, ポリ ア ミ ン の 特 異的 な結合 に 基づ くtRNAI le 自身 の 変化 に
よ る と 考 え られ た. そ こ で , ラ ッ ト肝tR NAI le の 立体横道 に対する ポ
リ ア ミ ン の 影響 に つ い て, RNAの 二 重鎖部 分を 立体横道特 異的に切 断
す る ribon u cle ase Vl に よ る 限定分解 を 行な う こ と に より検討 を加
え た .
1 - 1 . 実験材 料 と方 法
1
Ri bo n u cleas eVl (c obr a ven o m), お よ ぴ ribo n u cleas cTl
(sequen ce gr ade)は Pha r na cia -PL Bio chemicals より購入 した .
L 地 主由旦旦虫旦堕 L 虹殴定盤腰
反 応液 (20fLl) 申 に50m河 Tris - nCl(ptI7･5), 0･05Å2 6 8
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u nit of 〔3' - 3 2p]tRNA(30,000- 70,000Cer e nko v cou nts; 以 下 ,
Cpn) , お よ ぴ各 浪度 の KCl, ･馳(Cn3COO)2 , ス ペ ル ミ ン を 含 む反 応
液を 調薬 し, 37
o
C で 1 分 プ レイ ン キ ュ ベ - ト し た の ち , 0.2 U の
ribo n u cユea s eVl を 添加 し 37℃ で 2 分イ ン キ エ ペ - 卜 し た ｡ 反 応
停 止 に は, 100 iLl の c a rie rtR NA (0.1 A2 6 功 u ni t) 液と, 120
pl の phe n oト chlo r ofo m -isoa nylaユc ohol(50:50:1 )を す ばや く
加 え, 2.5 分間 激 し く 濃辞 し た後, 水屑 よ り エ タ ノ ー ル 沈 澱 に よ っ
て RNA を回収 し た . 沈澱 の Cer enkov 計灘 に よ り RNA の 回 収率 を
求 め, 沈澱 を乾 燥後, 全 て の サ ン プ ル の ア イ ソ ト ー プ の 漉 度 が同 じ
と な る よう に 20jLユ前後 の geユ buffe r(7 托 u r e a, 0.05SBPB,
0.05S XC)を 加 え た . こ れ を 20叉 40x 0.03c m の 7Mur e a- 12S
a c ryla mi de gel (TBE buffe r糸) に 1 レ ー ン あ た り 10,000Cpm 程
度ア プライ し, 2000 V定電 圧 で電 気泳 動 を行 っ た ｡ ア ル カ リ 加水
分 解 の ラ ダ ー 用 サ ン プ ル は 1 - 1, (l l) に 従 っ て 鋼製 し た .
1 - 2 . 実 験結 果
塁上し土⊆ユ旦里重工旦皇旦旦些 i ッ__ト肝お よ びE. c olitRNA
I le と ARSCヘ の
含量 の 甜走 ; 欝 Ⅳ 章 で詳 し く 論じ る 方法 に よ っ て [1 4c]spe r mine
の tRNA
･
と 酵素 に 対す る 宿舎量 を 求 め て み た. Table Iト1 はその
結果 で あ る. 20m托 KC lお よ び 5 m沌 Mg2 ＋ 存在 下, A RSC に はほ と
ん ど [1 4c]sper min e の 結 合 披 見 られ なか っ た. 一 方, ラ ッ ト肝
tRNAI le l分子 に 対 す る ト レ ー
■
サ ー の 結合 は こ の 方法 で 披約 5 分 子
であ つ た . 邑+ 呈出主 tRNAi
′1 専 に対 して も 枚 ぼ 同量の 結合 が見 られ
-6&-
T a b le Ⅲ - 1
Inte r a ctio n of[1 4c]sper min e with tRNAI Ie
a ndAmin o a cyl･ tRNA syntheta s e c o mple x(ARSC)
Ass ay fo rbinding ofE14cコspe r mine to tRNAI le o r
a min o a cyl-tRNA syntheta s e c o mple x w a spe rfo r m ed a s
des c ribed u nder 阿ate rials and 托ethods. The m ole c ular
w eight of tRNA
! 1e
a ndARSCw a s e stim ated a s2.5 又 104
and7.5 冗 lO5 Da, r e spctively. The valu e s a r e e xpr e sed
a s 帆(∋a n s士 S. D.
Additio n [1 4c]sper nin ebo u nd
(m ol/m ol tRNA o r e n zyme)
Rat liv e rtRNAI le
E. c oli tRNAI l魯
Rat liv e rARSC
4.95± 0.64
4.68± 0.59
0.39士 0､18
-8 針
た ｡ 即わ ち, 結 合 量の 上 か ら は, ポ リ ア ミ ン の 効果 に患 い て 差 の あ
る こ の 両 tRNÅI le に 娃 違 い は 謎め られ な か つ た ｡
組 立鑑盈盈変企 ; 3
'
一 束端 を
3 2p で ラ ベ ル し た ラ ッ ト肝 tR NAIl e に b い て, そ の 立 体構造 を
ri bo n ucle a s eの 限 定分解 で 調 べ て み た . こ の 目的に 披, tRNA の ス
テ ム (二 本 鎖) 部分 を 立体構 造特異 的 に 切 断す る ri bo n u cle a se Vl
[71コ , お よ ぴ主 に ル ー プ ( 一 奉銀) 部 分 を グア ニ ン 特異 的に 切
断す る ri bon u c ela s eTl の 二 酵素 を 用 い た . Fig. 2- 1 は ア ミ ノ ア
シ ル 化 と 同 じ条 件下, 37 ℃ にお け る ラ ッ ト肝 [3
'
- 3 2p]tRNAI 】e
の RNa s eVlr に よ る分 解実 験 の 結 果 で あ る ｡ ラ ッ ト肝 tR NAtl e の 場
令, ス ペ ル ミ ン あ る い 娃 Mg2
＋
の 添 加 に よ っ て, a c cepto r ste m の
5'榔 で の 切 断が著 し く増 加 し た (切断部位; 5' 一 束端 より 29 お よ
ぴ 30番 目 の ヌ ク レ オ チ ド, 以下 同様) . ま た , 両 イ オ ン が共存
し た 時, 切 断は さ らに 強 く起 こ つ た . Antic odo n stem の 3
' 側 で
の 切 断 姓, 推g2 ＋ が春在 し て い る系 で の み , 切 断 が起 こ つ た . 5 卜
53
J
の 部位 (5') と 64-66(3') で の 切取 即わ ち Ti,C ste m で の
切 断旺 , 多 価カ チ オ ン の 存在 し な い と き に の 淋 起 こ つ た . こ れ は,
こ れ らの カ チ オ ン 存在下 で は, tRNA の 3 次横 道形成 の た め に
RNase Vlが こ の ス テ ム に 近付 吋な く な っ て しま っ た為 と考 え られ る .
こ の こ と 娃 次 の Fig. 2- 2で RNa seTl に よ る実 験 を 同条件 で 行 っ た
場合 にも レ ｢ ン 3 と 8(多価 カ チ オ ン非 添加) で は切 断 が起 こ つ
た に も か か わ らず, 多 価 カ チ オ ン 存 在下 で は 全 く 切断 さ れ な い こ と
と よ く 一 致 す る｡ さ らに , a c c epto r ste m の 5'価 の RNa s eVl に よ
る切 断 で は, 河g2
＋ の 存 在 は何 の 影 響 も与 え なか っ た が, ス ペ ル ミ ン
-70-
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添 加 に よ っ て, 68- 72 の 位 置 で切 断 の 顕著 な 抑制が 起 こ つ た . こ の
傾 向 は 100 mM KCl存 在下 で も 同様 に観察 され た. ラ ッ ト肝tRNAI le
の RNase Tl限定分 解 で は , a ntic odon lo op で の 切 断 (Fig. 2-2,
部位 35) に 関 し て, KClが 20, 100m托 の どち らに お い て も, ス
ペ ル ミ ン あ る い 披 阿g2
＋
の 添 加 披殆 ん ど何の 影響も 与 えなか っ た.
L 字 型横道 形成 に 関与 す る, D(d ihydro u ridin e) 1o op と T¢C-
1o op と の 間の 相互 作用 が, ス ペ ル ミ ン ま た 杖 Mg2 十 の 添加 に よ っ
て生 じ た こ と を轟 づ け る様に, 艮Na s eTl に対す る 感受性が 1&, 19
と 58の 部位 で低 下 し た｡ 可変 ル ー プで の 切 断 (部位 46) で 娃,
阿g
2'
, ス ペ ル ミ ン 双 方 に よ り RNas e Tl 感受性 が低下 し た が, 触2 '
存在 下 の 方 がよ り程度 が 大 で あ っ た ｡ 同様 の 傾 向 は 100m和 E Cl存
在下 の D1 1oop の 切 断 (部位18, 19) にお い て も 見られ た . これ ら
の こ と は , D- 1o op と 可変 ル ー プ に は ス ペ ル ミ ン よ りも 稚g2
＋ が舵
位 しや す い 部位 があ る の で は な い か と考 え られ る ｡ こ の ラ ッ ト肝
tRNA1 1e に特徴 的 な [G(5トG(69)コ ミ ス マ ッ チ の 部位 は, 多価カ チ
オ ン 存 在下 RNa s eTl に対 し て 非感受 性で あ っ た . 従 っ て, a cc ep-
tor stem は こ の 条件下 で ミ ス マ ッ チ が 存在 し て も, 二 重鎖 が維持
され て い る と考 え られ る .
勤ス ペ ル ミ ン に よ る E. c旦呈_皇 此
ヒ: 次 に , ポ リ ア ミ ン で促進 を 受け な い 邑+ 旦旦上皇 の
tRNAⅠ1 e の RNa se Vl 限定分 解 を 行 っ た の が Fig . 2-3 であ る . こ
こ で も a nticodo n ste m の 3
' 側 (部位 29, 30) と 5
'
側 ( 部位
42, 43& 44) が RNa se Vl 感 受性 で あ っ た が, こ の 切断 は 多価 カ
チ オ ン の 存在 し な い と き に 高 く, 阿g2
＋
を 加 え る と, 特 に ECl濃度
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F i g . 2 - 3 . Limited ri bo n tl Ce a se Vl digestio n of 旦土
星旦迫 [3
'
-
3 2p]tRNA‖ e . Tr a cks 2 and 4 to 7 w e r ethe
s a mple s treated with ribon u cle ase Vl in the pre s e n c eof
20n托 E Cl, a nd tra cks 3 and a to ll甘 ere tho s ein the
pre s enc e
.
of 10 n和 瓦Cl･ 1, a lad der prepared by al kali-
n e hydrolysis; 2 and 3, n o ri bon ucle ase Vl; 4 and 8,
n o spe r 皿ine or 稚g
2＋
; 5 a nd 9, 1 m対 spe r min e; 6 and 10,
2 m和 地2＋; 7 and ll, 1 皿托ISPe r nin e a nd 2皿M 柑g2
＋
.
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の 低 い とき ラ ッ ト肝 と 披 異 な り9 著 しく 低 下し た ｡ ス ペ ル ミ ン は
a ntic odo n ste m の 5
1 '
仰 の 切 断に 閑 し て はあま り影響 を与 え なか っ
たが, 3'&(Jの 切 断 に 関 し て 披 これ を抑制 し た ｡ T¢C ste nで は 触2 十
ま た は ス ペ ル ミ ン の 存在 下 紘酵素 に 対 し て 全く 非感受 性と な っ た ｡
Acc epto r ste m の 3
p偶 の 切 断 に関 して は･, Mg2 ' お よ ぴス ペ ル ミ ン
共 に RNa s eに対す る抵抗 性を 増し た が (部位 68,69,70,71) , ス ペ
ル ミ ン より, 托g2 十 の 方 が より 効果的 であ っ た点, ラ ッ ト肝 の 壕合と
異 な っ て い た｡ 同様 の 乗 数 を ビ ー ル 酵母 tRNAP he に 関 して 行 っ た｡
ス ペ ル ミ ン は ラ ッ ト肝 の 酵 素と 酵 母 tRNAP he の Phe - tRNAPb e 形
成 に 対 し て, 至 適 阿g2
＋ の 低漉 度榔 - の シ フ ト を起 こ すが, 促進 は
起 こ さ な い (Kusa ma ･ Eguchi, unpublished r es ults) . tRNAP he
に関 す る RNa s eVlの 限 定分解 の 結束 が Fig. 2-4 で あ る. t RⅣAP he
にお け る結 束は, 邑工_ _ 血 皇 tRNAI le の 壕 合と 全 く 同様 であ っ た.
i - 3 . 考療
こ の 節 で は ポ T) ア ミ ン の ラ ッ ト肝Ile - tRNA形 成反応促進作用 の メ
カ ニ ズム を 明 らか,.にす る た め に, ポ リ ア ミ ン の tRNÅ
王- e に対す る結
合 実験 を行 な い , き ら に tRNA
l
の 立 体横道 を謝 ベ る 目 的で, tRNA
事
の ス テ ム お よ ぴ ル ー プ 部 分 に つ いて, リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ に よ る[3
'
-
3 2p]tRNAの 限走分 解 を 行 っ た .
結合 実験 に よ り テ γ ト肝, 旦ii9ii
■共 に, 約 5 分子 の ス ペ ル ミ
ン を結 合 し た . こ の 内 の 2 分子 は, 恐 らく a ntic odo n stem と可
変 ル ー プの 近傍 に結合 し て い ると 考 え ら られ る [4 1] . こ の こ と
紘 , 限定分解 の 結束 (Fig .2- 1 - 2- 4) でも こ の 部 分 に変化 が認 め
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られ る こ とに よ り支持 さ れ る｡ 一 方, こ の 実験 より, a c c ept.r
ste m ヘ の ス ペ ル ミ ン の 伸用 が示 唆蕃 れ た が, こ.れ に関連 し て, 酵
母 tRNAP he に つ い て , A･
_
艮ich ら と 紋別の グル ー プ に よ る X 線 構
造解析 に よ っ て, a c cepto T Ste m に ポリ ア ミ ン の が結合 し て い る と
報告 さ れ た [7 2] ｡ 前章 で も述 べ た 軌 .ポ
,) ア ミ ン に よ っ て促進
尊れ る ラ ッ ト肝 と, 促 進 き れ な い 臥+ 追払の t艮NAI -e の 間の 塩基配
列 の 差 は お も にa ntic odo n ste m と ac cepto r ste m に 限局 し て い た
こ と か ら 軌 両系 の ポ リ ア ミ ン 効果 の 差異 は こ の 2つ の 部 分 に絞ら
れ る であ ろ う ｡ RNa s eVl に よる 限 定分解 の 結 果 より, こ の 両部分
で ス ペ ル ミ ン と 馳2 ＋ に よ る 立体棒 遭変化 が示 唆さ れ た ｡ 即わ ち,
ラ ッ ト肝 tRNAI 】e で は a nticodon ste m の 5'側の 切 断が ス ペ ル ミ
ン と 鵬2
＋ の 添加 で 増強 きれ たが, 臥+ 出 で は こ の 効果 は謎め ら
れ な か っ た ｡ 一 方, acc epto r ste nにお い て, ラ ッ ト肝 の tRNAI le
で 娃 ス ペ ル ミ ン に より RNa s eVl 抵 抗性が 増大 し た. し か し, F,i 1
日辻主 で 抜道 に Mg2
＋ に より 同 じ現象 が起 こ つ た. Ac c印 tOr と
a ntic odo n 両 ス テ ム 杖多 く の ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 合成酵素 に お い て
酵素 と接 触す る 部分 で あ る こ と が以 前か ら指摘さ れ て い る (可変ル
ー プも含 まれ る が) [7 3] ｡ 従 っ て, ラ ッ ト肝 tRNAI le に お い て,
5 分 子 の 内 の 残 り 3 分 子 の 内 い く つ か は a c c epto r ste m に結合す
る こ と に よ っ て そ の 立体 横道 を変 化 させ て い る可 能性が高 い . ス ペ ･
ル ミ ン は 恐 らく, す べ て の tRNA に同程 度の 畳結合 し 得 るが, 結合
し た結 束起 こ る 立体横 道変化 娃 tRNA に よっ て異 な ′り, こ の 内 の 特
定 の tRNA で生 じ た戒 著 な変 化が, 対応す る ア ミ ノ ア シ ル ー tRNÅ 合
成酵素 に特異 的に 怒裁 き れ る の で あ ろう . ラ ッ ト肝 t RNA王1 e と
IleRS の場 合も こ の 一 例 と考 えられ る .
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欝2 節 尊敬 イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA合 成酵 素 に よ る イ ソ ロ イ シ ル ー t RNA
形 成反 応 - 各種 属 由来tRNAt le の 比 較 -
前節 にお い て , tRNA分 子 上 で ポ リ ア ミ
ー
ン に よ っ て 引 き 起 こ き れ る
特異 的 な立 体横 道 変化 の 有無 に つ い て検 討 し た賭 束, a cc 叩 tO r- お
よ ぴ a ntic odo n 両 ste m に ポリ ア ミ ン 独 自の 効 果 が観め られ た ｡
こ の こ と か ら, tR NA側 に ポT) ア ミ ン に よ っ て特異 的 に 藤裁 き れ る サ
イ トがあ る 可能 性 が考 え られ る. ラ ッ ト肝tRNÅI le の 今 回 明 らか に
し た塩 基配 列 よ り, a ntic odo n- a c c eptor 両 ste n が, 共 にGC- rich
であ る こ と が藩 栽 サイ ト の 性質 に 関係 し て い る の で は な い か と 予想
きれ た . そ こ で, ラ ッ ト肝 , 地 以 外 の , 将 興 が可能 な 各種 展
の tR NA1 1e を用し｢て ラ ッ ト肝の 静 煮 で Ile - tR NA 形成 を行 な い , 求
リ ア ミ ン の 効果 を tRNAI le の 横道 ( 一 次 , お よ び 二 , 三 次 横道) と
の 園連 にお い て さ らに 辞 しく 解析 し, t RNA分 子上 の ポT) ア ミ ン の
作用 部位 を 特定 す る こ と を 目指 し た . ま た, こ の 過程 で そ の 塩基配
列が 知 られ て い な か っ た小 麦艦 tR NAI le の 配列 を 決定 し た [7 4] ｡
3 - 1 . 実験 材料 と方法
Whe at ge r mtRNA , brewer
'
s ye a st tR NA , try psin (bovin e
pa n c r e a s) , お よ び try psin inhi bito r(chicke n eg写 Whi te) 紘
Sigm a より 購入 し た . そ の 他 の 試 薬 は 市 販 の 特 級 品 を用 い た+
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2 L 旦ヱ 上 鹿里 風土旦 土立 並二王旦地金威腰.盈止旦星旦主旦塵選
全 て の 操 作 は特 に示 さ れ な い 限り 4 ℃ で行 っ た ｡ I RSS娃 (2)
で 記 し た AR SCを 材料 と して La z a rd ら [7 5] の 方 法 に い く つ か
の 改 良 を 加 え て行 っ た ｡ ll.7mg の 姐SC(蛋 白濃度 2.3 mg/ml)
に つ い て 重量比 1:600で ト リ プ シ ン を加 え, 25 ℃ で 1時間イ ン
キ エ ペ - ト し た . こ れ に4 倍量 の ト リ卵白 トリ プ シ ン イ ン ヒ ビタ ー
を 加 え て反 応 を停 止 さ せ た の ち, 直 ち に 1.6 Ⅹ 70 c n のSepha cryl
s -300 カ ラム (100 mMリ ン 敢 カ リ ウ ム 緩衝 軌 pH 7.5, 2
'
m河 D TT
お よ び 10S glycer ol で 平 衡 化 し た も の) にか け, 両線衝液 で 18
nl/hrの 流 速 で溶 出 蕃せ た ｡ 溶出 フ ラ ク シ ョ ン のIleRS活性 を測定 し,
ピ ー ク部 分 を集 め て4倍 量 の 5 m柑 リ ン 醸カ リ ウ ム 緩 衝液, pE 7.5,
2 m和 DTTお よ ぴ 10鮮 glyc erol(希 釈用bロffer) で 緩や か に 希釈 し
た の ち, 1.6 冗 12cm の Hepa rin - Sepha r o s eCL
- 6B カ ラ ム (30mM
リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩衝 液 , pB 7.5, 2 m河 DTTお よび 10鮮 glyc e r ol
であ らか じ め 平 衡化 し た も の) に か けた . 溶出 は リ ン 酸 カ リウ ム
の 30-350n稚 の 濃度勾 配 に よ り, 涜 逮 lらml /hrで 行 っ た. 活性測
定 姓IleRS と VaIRSに つ い て 行 っ た･ IleRS活性 単独 を示 し た フ
ラ ク シ ョ ン (56ml) を 回収 し, 希 釈用 buf ferで 2 倍 に 希釈 し,
び き つ づ き 1 冗 7 c m の hydr oxylapatiteカ ラ ム (云5
1
m沌 リ ン酸 カ
リ ウ ム 緩衝 軌 pB.7･5, 2 m朽 DTT, お よ び 10滞 $1y
c er olで 平衡化
･し た も の) に か け, I) ン廠塩 濃度 写5-350m阿 の 直線濃度勾配 に よ
っ て 溶 出さ せ た . IleRS.は シ ン グル ピ
ー ク と し て活 性を 示 し, こ れ
を 回 収 して, Amic o n!和ニユ∬ 膜 を用 い て 限外 ろ過 に よ っ て濃 緑し,
最 終 的 に 0.25ml の酵 素液 (嶺自濃度 0.1& mg/mlを得 た . 遥析 は
(2) の ARSCと 同様 に 行 っ た . 最 終額品 は ト リ プ シ ン 処理 ARS C
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と比 較 して 比活 性 が 13.1 借 上 昇 し て い た ｡ ま た, 活 性の 回 収率 娃
19.9S であ っ た .
3L王辺 地 且 吐亀乱数艶
S DS- polyacryla mi de gel 電 気泳 動 は ･Lae m nli[3 1] の 方法 に
よ っ て行 な っ た . Ru n ning gel 6.5S, stacking gel 3楚で 行 っ た ｡
4
.L 威 風 tRNAI le の
材 料 と し て小 麦 歴と ビ ー ル 酵母 未 分画 tRNA 捜市 巌 の も の を用 い
た ｡ ト ル ラ 酵母 は 菌体抽 出液 の 100,000兄g 上 漕 よ り Zubay の 方 法
[7 6] で圃製 し たが, 2- pr opa n o1処噂 は 省 い た ｡ t RNAI le の 精 製
は, D EAE - Sehadex A-5 0, hydr o xylapatite, お よ び sepha ro se 4B
r ev er s e s alt gr adie ntの 3 段 階の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ
つ て, ラ ッ ト肝 tRNA1 1e と 全 く 同 じ 条件 で行 っ ･た (第 Ⅰ 輩, i - i,
(6) 参腰) ｡ こ こ で用 い た ラ ッ ト肝, 小 麦 臥 ビ ー ル 酵 母, ト ル
ラ 酵母 お よ び 邑L ヱ旦辻 の 最終 襟品 の 比 活性 馴 馴こ , 0.9 2, 0.7 4,
0.54, 0.72, 0.52n皿01/A2 6 切 u nit であ つ た . ま た, ri bo n u cea se
Vl お よ び Tl に よ る部 分分解 の 実 験, お よ び塩 基配 列 の 決定 ( か
麦艦) に は, カ ラ ム で 精製､し た襟 品 を I ke m u r a e
■
tJal. の 方法 に よ
る 2 次元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル 電 気泳 動 (第 Ⅰ 章, 1 - 1 (8)
参府) に よ っ て ほ ぼ完 全 に 精製 し た .
5L 政 敵塞
小 麦 肱 tRNAI le の 塩基 配列 は第 Ⅰ 葦, 1 - i (l l) で行 っ た 方
法 で 決 定 し た .
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6L 幽 艶灘慮
反応液 0･05ml 申 に 以下 の もの を含 む: 50m円 Tris一 日Cl,(pH
7･5), 2 mM 阿g(CE3COO)2 , 1 mM D TT, 2 mM ATP, 1.85 馳q of
[1 4c]isole u cin e(12.1 GBq/m m ol), 5 fL g Of T at liver tRNAIl e
あ る い 披 10 p g の 他種 慮 の tRNAI -a , さ ら に 0.06 pg のI RSS.
KClと ス ペ ル ミ ン は 実験 条件 に 応 じ て 変化させ た . 反応 は 30℃ で
5 分 行 い そ の 後 は 欝 Ⅰ 葦 1 - i (2) と 同様に 行 っ た .
3 - 2 ｡ 実験結 束
塾里魔A エ 旦 地 盈主
星避_ 地 底盈数泉: ARSC のトリ プ シ ン 処理 液より,
Cir akoglu et al. の 方 法 を 改変 し た方法 で精製 した ラ ッ ト肝 の 単離
イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 合 成 酵素 (以後, IR SS) の SDS- PAGE の結束 を
Fig. 2-5 に 示 し た｡ IR SSは ほ ぼ均 一 で, 電気泳動 より得 られ た 見
か け の 分子 量 は 145Kであ つ た ｡ IRSS の比 活性 は ÅRSC に比 べ て約
13 倍 に 上 昇 し た｡ こ の バ ン ドは, A艮SC での 上 か ら 2 番 目の バ ン
ド (Walle r らの 報 告 に 準 じ て IleRSと考 え て き たも の) に 一 致 し
た .
精 製 I RSSと tRNAt le を用 い てまず IIc - tRN魚 形 成反応 に対す る
ポ リ ア ミ ン の 効 果 を見 た の が Fig . 2- 8 であ る ｡ ARS Cで の 結果 と
岡林 に, IRS Sに よ る Ile - tRNA 形 成反応 は, 20m和 K Cl存在 下 2
nM 以上 の Mg2 ＋ に より 阻害 を受け た . こ こ に 0.5 ま た 娃 1 m和 の
ス ペ ル ミ ン を添 加す る と こ の 阻害 が解除さ れ , さ ら に, 阿g
2 ＋ 濃度 に
よ る が, 1. 5-6 倍 の 活 性 の 促進 が見 られ た (Fig･ 2-8, A) ｡ また,
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9堵柁 -
68粍
卑3 K
直島昏閃S
e S
Fi g . 2 - 5 ｡ S DS- polya c ryla mi de gel ele ctorpbo r esis
of ARSC() a nd I RSS()I The sapple s (8 p gof ÅRSCa nd
1 JI 芝 Of IRSS)･甘efe. ?ubjected to SDS- polya c ryla mi de
gel ele cto r o
'
pho r e sis a c cording to the m ethod of La e m nl i
j[31〕 using 山 男 a c rylamid占 a s a ru n ning gel
･ Nu mber s o n
the left repr e s e nts !吐 . IleR S, 1 SOle u cyl- tRNAsyntbet
-
a S e●
-82-
′ ■ ■ 1 -I
∈
llq ■■l
也)
叫
0
ゝ 一
息
研
∈
盲 2 ⑳
蔓
⑳
畳1 5
4
Q
Q)
∈
もー
.p
o 一o
蝿
記
∝
申
盛 5
Pdq
O
吋
Y
-
hp A
風 防
O 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 .
Mg
2＋ (m 叫
F ユ g ｡ 2 - 6. Efe ct of spe r 皿in e o n r at liv er lle -
tRNA for matio n by IRSS. The as say w a s c a r ried o ut
u nde r sta ndard c ondition s. A, 20 m托 KCl, a, 100mM KCl.
㊨ , no spe m ine added; A , 0.5 n柑 spermin e; 0,A1 m拘
sper皿in e.
-83-
100m拘 KCl存在 下 で 披, 各 Mg2
＋ の 下 で ス ペ ル ミ ン に よ る 反応 の
2 倍前 後 の 促進 が見 られ た . こ れ らの I RS Sに よ る Ile - t RNA 形 成
反応 に 対す る ス ペ ル ミ ン の 促 進 に 蹄 し て 披 , 複 合体 (AR SC) 申の
Ⅰ1eRS の場 合と 全 く 同 じ で あ つ た . 従 っ て , 単 敢 IleRS を 用 い る
こ と に よ っ て も ス ペ ル ミ ン の Ile - tRNA 形 成反応 に対 す る 促進 が
ARSC同様に 見 られ た の で , ポ リ ア ミ ン の 本 反応 の 促 進 に は IleRS
と tR NAI le B1 外の 因子 は関 与 し な い こ と が改 め て確 藤 さ れ た .
塾IR SSに よ る各 種 底_血産 地
ミ ン の 5i ; I le - tRNA 形成反応 に 対す る ス ペ ル ミ ン の 効 果 を ラ ツ
ト肝 tRNA!l e と 比 較す る た め に , 小麦 腔 (ge rm of Tri ticum
姐星出旦 坦), ビ ー ル 酵母 (旦旦⊆旦由工旦 岨 堕 鼻 血 ), ト ル ラ 酵 母
(Tor 旦主旦p旦皇豊 里旦皇ユ皇旦, ま た は, ca nd ida util皇s_) お よ ぴ E. c oli
の tRNAI le を カ ラ ム で 樽興 し た ｡ 生 理 的濃 度 に 近 い 2 m川 和g
2 十 の 存
在下 で, ECl濃 度 を変 え なが ら Ile - tRNA 形成反 応 を 行 っ た 結果 を
Fig. 2- 7 に示 し た . EClが 20m叩 の と き, ラ ッ ト肝 tR NA
I le の
Iュe - tR NA 形 成 は ス ペ ル ミ ン に より約 7 倍 促進 さ れ た . 貰Cl の沸
度上 異 に つ れ て ス ペ ル ミ ン の 促進 率 は徐 々 に 低 下 し た (Fig ･ 2-7,
A) ｡ 100m托 KCl存在下 でも ラ ッ ト の 場 合 は ス ペ ル ミ ン に よ る促 進
が諌 め られ た . 小 麦腫 の tRNAil e の 場合 は, ラ ッ ト肝 に擬 似 し た ス
ペ ル ミ ン の Ile - tRNA 形 成の 促進 が 見 られ た が , そ の 促進 の 程 度 は
ラ ッ ト肝 tR NA1 1昏 を用.い た 場合 より 低 か っ た (Fig. 2
- 7, A, a) .
ま た, ビ ー ル 酵 母 お よ び トル ラ酵 母 の tRNA
I 18 で は, ス ペ ル ミ ン に
よ る促 進 は E Cl の濃 度 の 低 い と こ ろ の み で 認 め られ た . E. c oli
の tRNAI le に対 す る Ile
L
- tRNA 形 成 で は 1 nM スペ ル ミ ン に よる 促
-84-
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追 抜 見 られ な か っ た ｡ こ れ ら の tR NAI le に 対 し て , 0.5 m柁 あ る い
披2 nM の スペ ル ミ ン に よ っ て も同様 の 効 果 が赤 られ た が, 促進 の
程度 は 1 mM の時 に比 べ てや や 小 さ か っ た ｡
塾虹墓 地 色艶基監藍色敦盛 : ･ 上 記 の 結束 か ら, 小 麦 艦
tRNAI le は やや 弱 い も の の , ラ ッ ト肝 tRNAI le と 同 様の ス ペ ル ミ
ン に よ る促 進効果 が 昇 られ た の で , 配列 の 知 られ て い な か っ た こ の
tRNA の 塩 基配列 を欝 Ⅰ 葦 で 述 べ た 方法 に よ っ て 決定 し た . Fig .
2- 8, A に その 結 果 を示 し た . 小 麦 腫 tRNAI le は 77 ヌ ク レ オ チ ド
よ り な り, a c c epto r stem と a nticodo n ste m に そ れ ぞれ 1 組 の
G-U 何Obble.塩基 対 を含 ん で い た . ラ ッ ト 肝 tR 村A
1 1e に特 徴 的 で あ
っ た G(5)･ G(89) ミ ス マ ッ チ は小 麦腔 に は 存在 して い な か っ た ｡ ま
た , 本 t RNA に はa cceptor ste m に 4 つ の 連続 し た G- C 塩基 対
カミ存 在 し てお り, こ の 点 で ラ ッ ト の tRNAI le (Fig. 2-8, a) に 敷
似 し て い た . こ の a c c epto r ste瓜 の 連 続 し た G- C 披 ピ ー ル 酵 母 ,
トル テ酵 母, そ し て E. c oli に は 見 られ な か っ た . 一 方 , a ntン
c odo n ste m の 一 組 の G-U( ¢)塩基 対 は ラ ッ ト肝, 小 麦肱, ビ ー ル
酵母 , お よ び T)レ ラ静 母 にお い て す べ て存 在 し た が,
tRNA7 1e に は存 在 し て い な か つ た .
E. c oli の
⑥ 小 麦腔, ト ル テ静母, 串基_堕卓 二 迦 腰二重__ 班
よ る : 小 麦腫 tR NAI le を 用 い た Ile - tR NA 形成 反応 が ス
ペ ル ミ ン に よ り か な り の 促進 が徳 め られ た の で, こ の tR NAⅠ1 e を
3 2p - ラ ベ ル し, 前節 で 行 っ たの と 同 じ方 法 で, ア ミ ノ ア シ ル 化と 等
し い 条 件下 で の R Na se Vl
■
限定分 解 を 行 な い , そ の 立体 横道 を調 べ
ー86-
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た (Fig. 2- 9) . ま た, 同様 の 実 汲 を トル テ 酵 母 tRNAI le に つ い
て 行 っ た結 果 を Fig. 2- 10 に 示 し た . ラ ッ ト肝 や Ei ig 2iiで も観
察 さ れ た よ う に, E TゆC ste m での 切 断は どち らの tRNAl le で も,
Mg
2 ＋ ま た 披 ス ペ ル ミ ン が存 在す る と RNa s eVl に よ る 切断 が 見 られ
な く な っ た . こ れ は恐 らくT¢C -DHU
-
1oop 相 互 作用 に よ る 3 次 構
造形 成 の た め に, ス テ ム に酵 素が近 付け な く な っ た こ と に よ る と 見
られ る｡ ス ペ ル ミ ン 辻 2 つ の tRNAl 】e に対 し て, 20ま た は 100
m柑 ECユ存 在下, a nticodo n ste m の 5
'
傭 で の 切 断 を 増加 さ せ た
( Fig. 2- 9 a nd Fig . 2- 10, 1a n e s 3, 5, 8 & 10) ｡ ま た,
acc cpto r ste m で の 切 断 披, )Jt菱 艦 tR NAI l母 の 場合 で は, KCl漉 度
が 20m舛･の 時, (馳2 十 にも そ の 傾 向 は あ る が) ス ペ ル ミ ン に よ り
RNa s eに た い す る ス テ ム の 抵抗性 が 増大 し た が, ECl濃 度が 100m他
に上 が る と ス ペ ル ミ ン と 馳2
十
の 順 序 が連 載 し, Mg2 ＋ 存在 下 の 方 が
RNa s eで切 断 され に く く な っ た ｡ 一 方, ト ル ラ 酵 母 の 場 合 で は, KCl
が 20, 100m和 典 に 托g2 ＋ が 存在 し て い る 系の 方 が ス ペ ル ミ ン 添 加
糸 よ りも RNa s eに た い す る抵 抗性 が増加 し て い た｡ 即 わ ち, ラ ッ
ト肝 で観察 さ れ た ス ペ ル ミ ン の 効果 は小 麦肱 の 20m河 貰Cl の系 の み
で見 られ た . ま た , デ ー タ に は 示 さ な か っ た が, ビ ー ル 酵母 の
tRNAH e に お い ても , ト ル ラ辞 母 の そ れ と 全く 同様 の 結束 が み られ
た.
3 - 3 . 考 察
こ の 節 で はAR SCより トリ プ シ ン 消化 に よ っ て 単敵将 興 し た ラ ッ ト
肝 の イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 合成 酵素 (IR SS) を 用 い , ま た 各種属 の
-88-
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tRNAI le を使用 す る事 に より, ポ リ ア ミ ン に よ るIle - tRNA形 成反応
の 促 進機構 の 静細 に 関 し てさ らに 辞 し い 実験 を 行 っ た ｡ IRSS と ラ
ッ ト肝 tRNAI le を招 い た Ile - tRNA 形成 反 応 は 0.5- 1 m州 の ス ペ ル
ミ ン に より 促進 を受 け, こ の 結果 は IleR Sの 生 体 内の 存在 形態 で
あ る, ア ミ ノ ア シ ル ー tR NA 合 成酵 素複合 体 (ARSC) での 結 果に 一
致 し た Q 即わ ち, ポ T) ア ミ ン に よ る本反 応の 促進 披 IleRSと
tRNAl le の み に よ っ て 起 こ る もの で あり, ARS C申の 他 の 爽鎌 田子,
例 え ば AR SC申 に み ら れ る 未知 の 3 つ の バ ン ドを 構 成す る タ ン パ
ク 質 な どに よ る も の で 披 な い こ と が確播 き れ た .
各 種展 の tRNAll e を基 質と し た, IR SSに よ るIle - tRNA形成 で の
ス ペ ル ミ ン の 促進 率 は, ラ ッ ト肝 >J]､麦 腔 > ト ル テ 酵母 幸 ビ ー ル
酵母 > 弘 也 皇の 脹 で あ っ た ｡ RNase 甘1 の 限定分 解 に よ る,
tRNAI le の 立体横 道変 化 と Ile - tR NA 形 成反応 の 促進 の 相 関関係 に
つ い て は, ス ペ ル ミ ン に よ る 促進率 の 大 き い も の ほ ど, a c c epto r
ste n で の R Na s eVl 抵 抗性 が増大 し て い た . し か し, a ntic odo n
ste m5'棚 で の 切断 の ス ペ ル ミ ン に よ る増強 は, Ile - tRNA 形成促進
が見 られ な い tRNAIl e で も観察さ れ たの で, こ の 部位 に対 す る ス ペ
ル ミ ン の 作 用 は Ile- tRNA 形成 の 促遮に 直接 に 披関与 して い な い と
考 え られ る ｡ ま た Fig . 2- 8 に示 し た通 り, ト ル ラ の tRNAt le の 塩
基配 列 の う ち, a ntic odon ste m の 配列 は, 部笹 31 にあ る ¢
(ps e udo u ri dine) を除 き , ラ ッ ト肝 の も の と 全 く 同 一 であ つ た ｡ ト
ル ラ酵母 の tRNAI le で の ポ リ ア ミ ン に･よ る 反応促進 率 は か な り低 い
もの で あ っ た の で, こ の こ と か ら い っ て も, ス ペ ル ミ ン の Ile ･
tRNA 形成反 応促 進 と a nticodo n ste m - の 作 用に はあま り相関 が
見 られ な い . 以上 に よ り, a ccepto r ste n に お け る 立体横道変化
-9 ト
が, ス ペ ル ミ ン に よ る Ile - tRNA 形 成の 促進 に 最も 重要 で あ る と 考
え られ る.
今 回 得 られ た 小 麦肱 tRNÅ王I e の 塩基酋己列 を ラ ッ ト肝 の そ れ と比 較
す る と, 両 tR NAの a c cepto r ste n に は 4 つ の 連 続 し た G- C 塩 基
対 が 存在 し て い た｡ こ れ に 対 して 他 の 3 種 属 で は こ れ が 見 られ な
か っ た｡ 従 っ て こ の 部分 が ス ペ ル ミ ン の Ile ･ tRNA 形 成反 応 の 促 進
に お い て重 要 と 考 え られ る ｡
-92･
筋 Ⅲ 車 ア 電 j ア シ ,Fか ぜ比 の こ 旺 ラ ー
(m i s a cy l a 土 i o n) 遥ご ポ リ ア 電 ン
タ ン パ ク 質生 合 成の 欝 一 段 将 であ る ア ミ ノ ア シ ル 化 にお い て エ ラ
ー (ミ ス ア シ ル 化) が起 こ る と, 敵 っ た ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA が 生 じ
る結 束, mRNA申の 遺伝 コ ー ドが正 し く翻 訳 さ れ な い こ と に な り, 結
果的
`
に細胞 に な ん らか の 障害 が 生 じ る 可能 性が 大き い ｡ ア ミ ノ ア シ
ル ー tRNA 合 成酵素 に よ る 基質藩 識 の 散り, 即 ち ミ ス ア シ ル 化 に は ア
竜 ノ 酸 に 関す る エ ラ - (ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化) と tRNA に 関す る
エ ラ ー (tRNA ミ ス ア シ ル 化) の 2 つ が 考 え られ る . Ile - tRNÅ 形
成反 応 にお け る こ の 2 種轍 の ミ ス ア シ ル 化 に つ き I RSS を用 い て
実験 を行 な い , ま た こ れ らに た い す る ポ リ ア ミ ン の 効果 の 有 無を 検
討 し た [7 7コ ｡
1 - 1 ｡ 実験材 料 と方 法
[3tI]valin e お よ ぴ [3H]isole u cin e は ARC よ り購入 し た｡ そ の
他 の 試薬 は 市版 の 特級 品 を用 い た ｡ ラ ッ ト肝 単離イ ソ ロ イ シ ル ー
tRNA合成酵 素 (IR SS) , 各種 属由 来 tR NAI le は 前節 で用 い たも の と
同 じ襟 品 を用 い た .
2) ラ ッ ト肝tRNA;Me t の言
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ラ ッ ト肝tRNAi M et は D EAE- Sephade xA - 50(pit7.5)の カ ラ ム ク ロ
マ ト グラ フ ィ ー に お い てtRNAIl 8 が完 全 に 溶 出 し終 っ た フ ラ ク シ ョ
ン を 出 発材料 と し て BND- セ ル ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に
よ り部 分精 製 を 行 っ た ｡ こ の tRNAiM e七 襟 品に 娃 ア ミ ノ 酸受 容活 性
で見 た 限り tR NA1 1e は全 く 食ま れ て い ･な か っ た ｡
旦⊥乏 ヱ 上鹿 鮎 旦 二 王盈魔此
欝 Ⅰ 章, 1 - i (6) の 方法 で 将興 した ラ ッ ト肝 tRNAI le を (4)
の 条件 下, [1 4c]is oleu cin e の 代わ り に , 非放 射性 の イ ソ ロ イ シ ン
(終演 度; 0.25mM) に よ っ て 30℃ , 15分 ア ミ ノ ア シ ル 化 し た の
ち, Re my et al ･ の 方 法 に よ っ て NaIO4 で酸 化 し た [7 8コ ･ そ
の 後, 反応 液 よ り エ タ ノ ー ル 沈澱 に より tRNAを 回収 し, 0･1 M
Tris - H C1(pE 8.8) に 溶 か し, 37
o
C で1 時間加 温 し て脱 ア シ ル 化
を行 っ た . 再 び エ タ ノ ー ル 沈 澱 で 回 収 し た tRNA を1000容 の 蒸 留
水に 対 し て 4 ℃ で 24時間透 析 し た .
旦⊥土 地 臥定温
以下 の も の が 含まれ る0.05ml の反 応液 を調 製 し た ｡ 50mM Tris
-
HCl(pt17.5), 20m托 KCl, 2 n和 地(CtI3COO)2 , 1 m阿 ジ チ オ ス レイ
ト ー ル , 2 m托 ATP, 1.85K Bq of [1 4c]is ole u cin e (12.1
GBq/m m ol) , 5 p g of r.at liv e rtRNA
I -e お よ び 0･5 FL g の
ARSCも し く 娃 0.0 6Ft g の IRSS, さ ら に ス ペ ル ミ ン (お よ び特 に
示 し た壕含 の 吋g(CH3COO)2) は実 験 に 応 じて 濃 度 を設 定 し た . 静
秦 (ARSC ま た は I RSS) 添 加 と同 時 に反応 を ス タ ー ト させ , S o℃
で 5 分間加 温 し た . そ の 後 は 葬 Ⅰ 章 1 - 1 (2) の 通 りに 処 増 し た .
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Table II ト1 の 実験 で 披 18 p g の ラ ッ ト肝 tRNAI l昏 , お よ び 31
p g の 酵母 あ る い 披大 腸菌 tR NAI l台 を用 い た｡
ミ ス ア シ ル 化 の 測 定 - 1
tRNAl le
ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化 . Vaト
(3) と 同様 の 反 応 液 を用 い , [1 4cコイ ソ ロ イ シ ン の 代 わ り に 1
本あ た り 148KBq の [3H]v al in e(762GBq/m m ol) , また 15 FL g
の tRNAI l母お よ び0.7 fL g の IR SSを使用 し て 行 っ た . 酵 素 反応 は
30℃ 15分 行な い , そ の 後 披 (3) と同様 に処 理 し た ｡ ま た, 別 法
と し て, (3) の 反 応液 中 に大 童 の 非放射 性 の バ リ ン を 共存 させ て
反 応 を 行 い , [1 4c]イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 形 成の 50S 阻 害を 起 こす バ
リ ン 濃度 を 求め て , こ れ を ミ ス ア シ ル 化 の 尺度 と し た .
旦⊥ 迎 虹虹色j臥良二遥 + 止旦旦旦旦き⊥乙立並此⊥
(3) と 同様の 反応液 で但 し[1 4c]is oleu cin eの 代 わ り に108EBq
の[3tI]is ole u cine (865 GBq/払m Ol), 50 p g の tRNA;M et.お よ ぴ
0.7〝 g の I RS Sを 用 い て 行 な っ た ｡ 反応 は 30℃ で 15分間行 な
わ せ , そ の 後 は (3) と 同様 に 処理 し た ｡
i - 2. 実験結 束
① I RSSに よ る ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化 に対 す る ス ペ ル ミ ン の 影
ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化 と し て[3E]バ リ ン の tR舶Ⅰ】 e - の 取 り込み
(イ ソ ロ イ シ ン と の 取 り違 え反 応) を測定 し, イ ソ ロ イ シ ン の それ
と 比載 した も の を Table II - 1 に 示 し たr. こ の 結 束 娃 20m托 E Cl
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T a b le B! - 1
Effect of sper mine o n a ni o a
.
cid mis a cylation
(val･ tRNAl le fo r m atio n) by IRSS
The a s say wa spe rfo r med a sde scribed u nder Mate rials a nd Methods ･
Erro rfr equen cy w a s c alctl ated by dividing Val
-tRNAl iら fo r m atio nby
lle -tRNA王Ie fo r m atiorl. The v alu e s a re express ed as mea n s± S. D.
Co nditio n
Ile- tRNAI 18 Val- tRNAlIe
fo r m atio n fo r m ation Er r o r
(n m ol/nin/mg嘗re!;) (p mol/min/mg宅㌫) fT equCn Cy
2 m和 地2＋
2 m班柑g2
＋ 良
0.5 nM spe r mine
2 皿拘 Mg2
十 &
1 m州 spe r min e
3.62士 0.35
13.8 ± 1.14
17.1 ± 1.23
0.75･± 0.09
3.36士 0.31
3.88± 0.28
2.1 Ⅹ 10
‾ 4
2.4 又 10
- 4
2.3 Ⅹ 10
‾ 4
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存在下 の も の で あ る ｡ 2 mM Mg2
＋ 単独 で の Ile- tRNAI le 形成 が
3.62n m ol/ 分/ng タ ン パ タ な の に卸 し, Val- tRNAl le 形 成娃
0.75 pm ol/ 令/mg タ ン パ ク で あ り, こ の 両 者 より, イ ソ ロ イ シ ル
ー tR NA 形成 の エ ラ ー 頻度 (ニ ラ … 反 応/正 し い 反応) は, 2.1 冗
10
- 4 と計 算 され た ｡ こ こ に 1 n托 の ス Jiル ミ ン を 添加す ると , 正
し い ア ミ ノ ア シ ル 化 は 13.8 pmol/ 令/mg タ ン パ ク と促 進 がか か
り, 一 方, Vaト tRNAl le 形成も ス ペ ル ミ ン に よ り促進 を 受け,
3.88pm ol/ 令/mg タ ン パ ク と な り, 結 束 と し て エ ラ ー 頻 度は,
2.S 冗 lo
- A と, ス ペ ル ミ ン 非 添加 の 系と 練 ぼ等 し く な っ た｡ ま た,
o.5 mM の スペ ル 琶 ン を 添加 し た場 合で は, エ ラ - 頻度 は 2.4 Ⅹ
10
‾ 4 であ っ た ｡
こ の こ と を確憩 す る た めに 非放射 性の ア ミ ノ 酸の 大 量を 共存さ せ
た 場合 の 正 し い ア ミ ノ ア シ ル 化 の 阻害実験 を行 っ た｡ 3 J` M の
[1 4cコイ ソ ロ イ シ ン に対 し 数千 倍の バ リ ン を加 え る と, ･正 し い 反 応
と換 り の 反 応と の 間 で溌 争 が観 め られ, [
1 4c]Ile - tRNA 形成 が減少
し た . Fig. 3
- 1 は 2m托 托g2
＋ 存 在下 で の 賭束 で, 正 し い 反応 を
50群 阻 害す る の に要 し た バ リ ン は 11nM で あ つ.た.
一 方, 2 nM
河g
2 十 と 共 に 1 n朽 ス ペ ル ミ ン を加 え た系 で 娃 6･4 m阿 と 馴 ま同量 の
バ リ ン が 50S 阻害 を引 き 起 こ し た ｡ 従 っ て, こ の 系 にお い ても ス
ペ ル ミ ン は ア ミ ノ 酸 に関 す る ミ ス ア シ ル 化 に たも.
1 し て 影響 を 与 え な
か っ た. こ れ ら 2 つ の 実験 に よ つ て , ス ペ ル ミ ン は ア ミ ノ 酸 ミ ス
アゝル 化に 影響 を 与 え な い こ と が判 明 し た ｡
塾ⅠRSSに よ る tR NÅ 蔓 ス_ヱ旦リ吐但左遷 る ス
ペ ル ミ ン の 5Jt : 次 に
tRNAIl e を 全く 含ま な い 部分精 製の ラ ッ ト肝 の tRNA'M
et を用 い ,
-97-
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ま た 酵 素 披 IRSSを用 い て[3H]イ ソ ロ イ シ ン の 取り込 淋 を謝 べ た ｡
Table II ト2 に 示 し た よう に, 正 し い ア ミ ノ ア シ ル 化 であ る [3H] -
Ile - tRNA王1 e 形 成が ス ペ ル ミ ン で 促進 さ れ る の に対 し, tRNAの エ ラ
ー であ る [3H]Ile - tRNAi 円et 形成 娃 馳2 ＋ 単独 の 反 応 と 比較 して
0.5 或 い は 1 mM の スペ ル ミ ン の 添加 によ りあ まり差 が菰 め られ な
か っ た ｡ 従 っ て, こ の 両 系 よ り算 出 きれ た エ ラ ー 頻度 は Mg2
'
1
m阿 の と き 1.5 x lO
p 3 に 謝 し 1 m河 ス ペ ル ミ ン 添加 の 糸 で は 8.4
且 10
- 4 と傾 が低下 した ｡ ま た 2.5 m阿 河g2
＋ の とき の エ ラ ー 額 皮
5.2 xlO
- 3 娃 1 mM スペ ル ミ ン 添加 に よ り &.4 Ⅹ 10
- 4 とや 娃 り低
下 し た｡ 0.5 mM の スペ ル ミ ン で 披 こ の 効 果 は や や 小 さ い が同様に 認
め られ た ｡
盈土 地 』迅L 型
艶劃; さ き に 述 べ た よ う に ラ ッ ト肝 にお い て IleR Sは 酵素複合体
(ARSC) の 一 部 と な っ て 存在 し て い る . 何故 IleRS を 含む 8 種
(9 種 と の 報告もあ る) が ARSC の形態 で存 在 して い るか に 関し て
は依 然 と し て#
.
が多 い ｡ そ こ で, IRSSと ARS Cと を 用 い て, こ の
両酵 素 に よ る各種 展由来 の 構築 tRNAI le の 利 用能 (基質蔵別能) に
つ い て 比較 し て み た｡ 両 酵素 の 元 々 の タ ン パ ク あ た りの 活 性 (比活
性) は異 な っ て い るが , 両酵 素共 に 異種由 来の
.
tRNAl】 e を 効率 よ く
利用 し た ｡ 両 酵 素 に 対 し て 3 種 の 基質が 飽和 して い る 条件, 即 わ
ち 各 々 の tRNA に 対す る Em の 10倍程 度 の tRNA 漉度 を 選 び, 両
群 素 の 反 応速度 を比載 し たの が Table II ト3 であ る ｡ ラ ッ ト肝
tRNAI le の 場 合に IRSS/ARSC比 が 6.1 0 であ っ たの に対 し, 酵母
tRNA1 1e で 披 こ の 比 が 9.85, 大腸 菌 で 娃 10.9 と値 が大 き く な っ た.
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T a b le Ⅲ - 3
Conpa Tis o n of recognitio n of.tRNA
! I管 fr o mva rious species
by IRSSa nd ARSC
The a s say w a sc ar ried o ut a sdes c ribed u nder Materials a nd
Methods in the pr es en c eof2 m柁拘g
l':'
a nd1 m柁 sper min e. The
valu e s a r ee xpr e s s ed a s m e a n s± S. D.
Ile - tRNA fo r med Activity
tRNAI Ie (n m ol/min/ng pr otein) ratio
S O u rCe
IRSS ARSC (IRSS/ARSC)
rat liv e r 26.4 ± 2.42 4.33± 0.38 6･10
弘退 廷 堅由由隻 33.8 ± 2.66 3･43± 0･35 9･85
E. c oli ･ 33.2 ± 2.56 3.04± 0.39 10･9
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従 っ て ARSCで は 同種 の tRNA王- e を IRS Sに 比 べ て よ り厳密 に 紐沸
す る こ と が判明 した ｡
1 - 3 . 考 察
こ の 章 で は Ile - tRNA 形成 反 応 の エ ラ ー (ミ ス ア シ ル 化) に 関 し
て, ア ミ ノ 酸の 襖 まり (ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化) と, tRNA の 娯ま
り ( tRNAミ ス ア シ ル 化) の 2 種 蘇 に 分 け て考 え, 各 々 の 反 応 に 対
す る ポリ ア ミ ン の 効果 を 検討 し た ｡ ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化 で 披
IRS Sに よ る, [3H]Vaト tRNAI le 形 成 の 有 無 を 謝 ペ た . バ リ ン は イ
ソ ロ イ シ ン と構 造 的 に 擬似 し て い る 為, E . colユの IleRS によ っ て
イ ソ ロ イ シ ン と 間遠 っ て 酵 素 (IleRS) に よ り活 性化 さ れ 得 る こ と,
そ し て そ の 後 t RNAI le の 存 在 に より, 生 じ た VaトtRNAl le がす み
や か に 加水分解 さ れ る こ と が, P. Be rgらの 古典 的実 験 に より 明 ら
か に き れ て い る [7 9] ｡ 従 っ て 今 回 も, ラ ッ ト肝 の 系 で 起 こ り得
る ア ミ ノ 酸 の エ ラ ー と し て は バ リ ン の 可 能 性が 高 い と 考 え た. こ の
場合酵 素額 品に わ ず か でも Val- tR NA syntheta s eの 混在 が あ っ た
り, ま た , tRNAI le に tRNAU al の 混 在 があ る と, 得 られ た 結束 は 唆
味なも の と な り 解釈 を 親 らせ る こ と に な る . 今 回 の 実験 で 姓, ARSC
よ り単離 し たI RSS襟品 に は valy1 - tR村A syntheta se 活性 娃 (ミ ス
ア シ ル 化 に 用 い-た 辞素 量 で は) 全 く 恵 め られ な か っ た . tRN AH e に
関し て は, こ の 壌 晶に わ ず か に 混在 し て い た tR NÅUa l を過 ヨ ー ド酸
酸化す る 事 に よ っ て完 全 に バ リ ン 受容 能 を 失括 させ て 用 い た . 以
上 の 構 成要素 に よ る ラ ッ ト肝 の 系 で, tRNAI le - の [3耶 v alin e の
ごく 少 量の 取 り込 み を検 出す る こ と に成 功 し た ｡ Er r o rfr equ e n cy
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娃正 し い 反 応 の 約 1/5,000で あ っ た ｡ そ し て, こ の 頻度 披 ス ペ ル
ミ ン の 添加 に よ っ て あま り差 が 見 られ な か っ た｡ tRNA 側 の エ ラ ー
で あ る tRNA mis a cylatiorl は tR NAt le を 全 く含ま な い tRN良iM et
に つ い て行 っ た ｡ 実験 の 結 果, tRN良 ミ ス ア シ ル 化 の e r r o rfr e-
que n cy の 方 が ア 篭 ノ 酸 の そ れ より も高か っ た . ま た, こ の 額度 娃
ス ペ ル ミ ン の 添加 に よ つ ても 変わ ら なか っ た ｡ ス ペ ル ミ ン に より 正
し い ア 篭 ノ ア シ ル 化 が促進 尊 れ る ため , 結 果 と して er r o rfequency
披 ス ペ ル ミ ン添 加系 で 減 少 し た .
以前 Loftfieldら [8 0] は酵 母 の Phe - tRNA 形成 反応 の 系 で
tRNAP he を 全く 含ま な い tRNAP he
‾ l e 55 と い う tRNA を調教 し, こ
の tRNA へ の フ エ ニ ル ア ラ ニ ン の 取り込 み (即わ ち tRNA ミ ス ア シ
ル 化) に つ い て 報告 し て お り, ス ペ ル 電 ン 添加 に よ り こ の 破 り込み
が減 少す る こ と を 報 じ て い る . 筆者 の 得 た ラ ッ ト肝 で のIRSSを用 い
た結 束 は彼 らの 結 束 と 一 致す るも の であ る ｡ ま た , ア ミ ノ 酸 ミ ス ア
シ ル 化 に 関 し ても, Fe r sht らの 大 腸菌 の テ ロ シ ル ー tRNA 形成反 応
を 用 い た 実験 が あ る が [8 1] , こ の 場 合も ス ペ ル ミ ン に よ る エ ラ
ー の 減 少 は 緩め られ ず, こ の 点 で も筆者 らの 噂乳動物 の 糸 で の 実験
結果 と よ く 一 致 す る.
今 回 の 実 験か ら, ラ ッ ト肝 Ile - tRNA 形 成の ミ ス ア シ ル 化 に関 し
て, ポリ ア ミ ン は tRNAミ ス ア シ ル 化 (tRNAの 羊 ラ ー ) を 減少さ せ
る効 果 があ つ た ｡ これ は ラ ッ ト肝 Ile - tRNÅ 合 成酵素 に と り, ス ペ
ル ミ ン が結合 し た形 の tRNAI leが基質藩 蔵 に 際 し て よ り効率 的で あ
り, 相対的 に tRNAiM e七 の 取 り込まれ る 率 が減少 し た 為 と考 えられ
る . 一 方, ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化 で 紘同
一 の tRNAI -e を 利用す る系
であ る た め, ポリ ア ミ ン に よ つ て ミ ス ア シ ル 化 は減少 せ ず, む し ろ
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増加 の 儀 向を示 し た の で あ る ｡
こ れ 迄 に ARSC の生 噂 的意義 と し て 杜 次 の よう な説 が投 薬 さ れ て
い る . (1) ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA合 成酵 素 の 内 ARSC と し て 存在 し
て い るも の は , 対 応す る tRNA の ア ン チ コ ドン の 第 一 寧 日 に修 飾 さ
れ た ウ リ ジ ン (U) 分子 を 含ん で お り, AR SC申 に含ま れ る U一 修飾
酵素 に よ っ て 細胞 は コ ド ン の 読 み 誤 り (miscoding) か ら守 られ る
と す る 鋭 [8 2] ; (2) AR SCと あ る 種 の 膜結 合酵 素 と の 間に 構
造上 の 赦助点があ る こ と よ り, A艮S C は細 胞 内 で 膜 と 結合 し てお り,
細胞 外か ら取 り込 まれ た ア ミ ノ 酸 は 細胞 内 プ ー ル に入 らずに 直接 タ
ン パ ク 質 に取 り込 まれ る こ と が出 来 る と す る 祝 [8 3] ; (3)
ÅRSC申の 少 な く と も 3 つ の 酵素 に は PESTと 呼 ばれ る タ ン パ ク 質
分解 酵素 に 対す る シ グナ ル 配列 が含 まれ てお り, ARSC の形 態は タ
ン パ ク 分解 か ら守 られ る べ く 進化 し て き た もの で あ る と い う祝
[8 4コ な ど であ る .
筆 者 らの 今 回 の 実験 結束 は, AR SCは 同種 属 の tRNAI le を 他の 種
属 の も の よ り厳密 に謬試す る, と い う も の であ っ た ｡ 他 種属 の
tRNAI le は ラ ッ ト肝 の tRNAI Ieと 比 載 し て ヌ ク レ オ チ ド鮎 列 上 か な
りの 善 があ る こ とよ り, こ れ らに対 す る ア ミ ノ ア シ ル 化 紘 一 種の ミ
ス ア シ ル 化 とも 考 え る こ と が でき る .
今 回 の 研 究 か らポ リ ア ミ ン に は tR村Aミ ス ア シ ル 化 を低下 さ せ る 作
用 があ る こ と が判 明 し た が, 一 方イ ソ ロ イ シ ル ー tRNA 合成 酵 素 は ア
ミ ノ ア シ ル ー tR NA合 成酵 素複 合 体 (ÅR SC) と い う 存在形態 を と る こ
と に よ っ て もま た , ミ ス ア シ ル 化 か ら防 がれ て い る と 書う こ と が出
来 る .
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筋 Ⅳ 王家 ポ リ ア 篭 ニ/ の 模 倣 凝 よ び
苧リ ン 国際 質 をこ 謝 す
‾
る 藤吉 禽 解 析 a= 薄田 胞
内 づ卦 衛 の 忘/ ミ ニ 乱 乱/ - シ 三富 ン
細胞 増殖 と 密捜 に 閑 適 し て い る ポ リ ア ミ ン は, そ の ポ リ カ チオ ニ
ッ タ な 性質 に よりD NA, RNA, リ ン 脂 質等 の 多く の 生 体物質 と 賭合す
る こ と がで き る｡ そ し て, こ の 結 合 を介 し て, こ れ らの 分 子 の 関
係す る生体 反応 に 様 々 な影 響 を及 ぼすと 考 え られ て い る . ポ T) ア ミ
ン の 生 硬 的機能 を理 解 す る 目 的で, 数 々 の c el l- free系 に お 汁 る ポ
リ ア ミ ン の 効果 が検討 さ れ 来 て い る が, そ こ で用 い られ て い る ポ リ
ア ミ ン の 漉 度 は か な り広 範囲 にわ た っ て い る ｡ 王旦 地 の 効果 を
1 n V I V Oに 外挿す る に 当 た っ て , これ らの 系 に 含まれ る高分子や
ÅTP ヘ の ポ リ ア ミ ン の 分 布が現 実的 な億 であ る か 否 か を考 慮 する こ
と は き わ め て 重要 で あ る .
こ の 章 に お い て, 筆者 ら娃様々 なイ オ ン 濃 度下 にお い て, 核酸 お
よび リ ン 脂 質 に対 す る ポ リ ア ミ ン の 結合定数 を 謝慈 し た｡ そ して,
こ れ らの 結 合定数 と実 際 に定 量 し た 細胞内 の 生 体高 分子, ATP, 求
リ ア ミ ン の 濃度 より, 細胞 内 にお け る ポリ ア ミ ン の 分布 を 計算で 見
積 っ た . そ の 結 束, 細 胞 内の ポリ ア ミ ン は R NA に最も強 く 結合 し,
ほ と ん どの ス ペ ル ミ ン と ス ペ ル ミ ジ ン 娃, ポリ ア ミ ン -RNA 複合体
と
■
し て 存在 し て お り, DNA に結 合 し て い るも の.や , フ リ
ー で 存在 し
て い る も の は比載 的少 な い こ と が 推 察き れ た [8 5]
･
.
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1 - i . 実 験村 料 と方 法
1
Polyadenylic - cytidylic - gu a nylic acid(poly[A,C,G]), poly -
ade nyl ic
-
cyti dyl ic - u ri dyl ic a cid(pbly[A,C,U]), c al fthym u s
DNA お よび ATP は Sigma よ り購 入 し た . pBR322DNA の 謝製 は
Ma niatis et al. の 方法 [8 6] に 従 っ た . Escher皇chia e oli の
ribo som al s ubu nits (30S お よ ぴ 50S) は 日 立 R PZ48Tゾ - ナ ル
ロ ー タ を用 い , Igar ashiand Kaji の方 法 [6 1] に 従 っ て御 難 し
た ｡ ま た 16S rRNA の 蘭興 は Tr a ub et al. の 方法 を用 い た
[8 7] ｡ う ツ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 披 Iga r a shiet al . の 既 報
[8 8] に 従 っ て 謝製 し, き らに Falv ey a nd Stahel in [8 9]
の 方法 に よ っ て 精 製 し た . こう し て 得 られ た ミ ク ロ ゾ ー ム 杜 R NA
をほ と ん ど含 ん で い な か つ た.
旦i_ _皇 池 L
虹 選旦乱数盈盈旦遡慮
ウ シ リ ン パ 球 の c o n c a nvalin A に よ る活 性化 と 細 胞 の 培養 は 既
報 に従 っ て 行 っ た [9 0] . リ ン 脂質, D NA, RNAの 分 画 はSchimi dt
a nd Tba n nba u s e r【9 1] の 方 法 を改 変 し て 行 っ た . リ ン 脂質 の 浪
漫 杜 リ ン の 定 量 億 を 25倍 し て求 め た , リ ン の 漉度測 定 は托o rris o n
の 方 法 に よ っ た [9 2コ . DNA 含 量 は c alf thymu s DNA を ス タ ン
ダ ー ドと し て, Volkin a nd Cohn の diphe nyla min e 法 [9 3] に
従 っ て 定量 し た . RNA 含 量 は Schn ei der の orcinol 法 [9 4]
で, yea st R NA をス タ ン ダ ー Fと し て行 っ た ｡ タ ン パ ク 質 娃 TCA
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沈没後 に Low ry 故 に よ り, BSA を ス タ ン ダ ー ドと し て 定量 した
[9 5コ ｡ AT P の定量 披 1u ci fer a se -1u ciferin 法 [9 6] を少 し
改変 し た方 法 [9 0] に よ っ て行 っ た ｡ マ グネ シ ウ ム イ オ ン は
str o ntioum chlori de (1 mg/ml) 存 在下 に, 麻 子 吸光 故に よ っ て定
量 し た ｡ ポ リ ア ミ ン 含 量 は 既報 に従 っ て [L9 7] 定量し た ｡ 細胞
容積 (intr a c ellula r water spa c e) は L'Å1 1m ain et al. 1 の 方 法
[9 8] を改変 し て 測定 した [9 9コ ｡
旦L壁且 ア モ ン に A の
こ の 定数 披Je nkin s の specto rphoto m etTic r･esin competitio n
7nethod [1 0 0] に 若 干 の 改 良を 加 えて 決定 し た .
ATPの 陰イ オ ン 交換樹 鵬 に 対す る結 合 と ポリ ア ミ ン の 両 者 に対 す
る結 合 は互 い に鹿 合的 な 平衡 関係 に あり, 質 量作用 の 法則 に 従う ｡
即わ ち,
[ATP･ PA∃
[ATPコ[PA]
[ATPi r e sinコ
E向T P =
Er
(1)
(2)
払T P][r e sin] ,
こ の 場合, [ATP｡ PAコ, [AT P｡ r e sin] は それ ぞれ ポ リ ア ミ ン(PA),
と樹 脂(r e sin)に結 合 し た ATPを あ らわ す . 上 式(2)は次 の 式に 等
し い .
[AT Pa r e sin]
[AT P]
Ec
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(3)
こ の 噂 含, 鑑c = Kr[r e sin] と な る ゆ も し, [re sin]〉〉[ATP] であ る
と , 苫c 披 一 定 と な る . ATPと ポ リ ア ミ ン の 総量 娃次 式 に よ り 与 え ら
れ る .
[ATPコt = [AT Pコ ＋ [ATP｡ PA] ＋ [ATP･ reSin] , (4)
[PA]t = [PA] ＋ [ATP･ PA] . (5)
遊離 の [ATP]と[AT P｡ PA] の モ ル 分 子 吸光 係数 (£ M ) 披 同 じ で あ
る の で, 260n mで の 吸光 度 (An) は 次 式 で 与 え られ る,
Am = ([ATPコ ＋ [ATP･ PA])Ⅹ £ 門 . (6)
い ま, も し,
Am
R = (7)
乞 M
■
であ る と す る と , 式(6)は次 の よう に な る.
[ÅTP･ PA] = R , 【ATPコ .
式(5)と(8)より, [PA]は 次の よ う に な る.
[PA] ≡ 【PAコt - R ＋ [ATP]
式(8)と(9) 杏(1)に 代 入 す る と , 次 式 が 得 られ る .
R - [ATP]
gR T P =
([PA]t - R ＋ [ATP])[AT P]
(8)
(9)
(10)
式(3), (4)お よ ぴ(8)よ り, [ATP] 娃 次式 に よ っ てあ た え られ る .
[ATP]t - R
[ATP] =
Kc
(ll)
従 っ て, E自 T P娃(ll)杏(10)へ 代入 す る こ と で 得 る こ と がで き る .
Am お よぴ Kc の 億 は 実験 的 に 次の よう に し て求 め た .
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辿 LL 陰イ オ ン 交換 樹脂 AGトⅩ2 (200-400m e sh, Bio -Rad) 20
mg を 50mlのbuffer I ( 10 mM Tris ･ tICl, pB 7.5, 2 mM
触(CH3COO)2 , お よ ぴ 100m拘 CB3COOK に加 え る ｡ こ れ に20 pl の
50mM ATP を加 え て マ グネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で 30分 濃# し た ｡ そ
の 後 260n mで の 吸光 度 (A26 切) を 測定 し た｡ こ の 操作 を 5 回線 り
返す こ と に よ っ て Å2 6 切の 償 が ATP の濃度 に比 例 し て い る こ と を 確
認 し た (式(3)) .
鮎 Buffer I 申 に 70FLM の ATP を 含 む溶 液 (50ml) の
260n m にお け る 吸光度 を測定 し てお ( (Ao) . こ の 申 に 20mg の
AG トX2 を加 え, 30分 マ グネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で撹拝 し, そ の 後
260n m に お ける 吸光度 を測定 し た (Ar) ｡ Kcは以下 の 式 に よ つ て
計算 し た ｡
[ATP｡ resin] [Ao - Ar]
牧c =
[AT P] Ar
(12)
ま た, Am は 100plの 200m河 polya nineを 添 加す る こ と に よ つ て
求 め た ｡ Am の こ の 測定 は 3 回線 り返 し 行 っ た . Buffe r の 申 に
150m稚 の CH3COOK と10 nM の 托g(CH3COO)2 を加え た場 合娃前者
は20, 後者 は 60mg の 樹 脂 を用 い た.
生L 雌
A.
n a c r o m ole c ule s へ の . ∠ゝ 量の
こ の 実 験 は Ru m mel and Drye r [1 0 1] に よ つ て導入 さ れ た ゲ
ル ろ過 法 を多少 改変 し て [1 0 2コ 用lい た . Bio
- Gel PIO カラ ム
(o.5 叉13cn) を buf fe r〔 10 n河 Tris - HCl, pB 7･5, 2 o rlO
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m柁 稚g(Ct3COO)･2 , 100o r200m拘 CH:･ ･,･ COOK, 良 [1 4c]polya min e( 10
- 250p托)〕 で 10 ℃ にお い て, 平 衡化 し て お く ｡ こ こ に , 核酸
(0.4 - 8 A2 6匂 u nits), も し く 娃 ミ ク ロ ゾ ー ム(リ ン 脂質 1 mg)杏
上盲己のbuf fer 0.4 nl に溶 解 し た 液 を ア プ ライ した｡ 続 い て カ ラ ム
を 同 じbuffe rで , 流速 0｡1 ml /min で倦 出 さ せ た . 5 滴ず つ フ ラ ク
シ ョ ン を集 め, 各 フ ラ ク シ ョ ン よ り 0.2 ml ず つ を Br ay
'
s
s olutio n[1 0 3] に 混合 し て液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で
放射能 を 測定 し た ｡ 核 酸 の 畳 を 計算 す る に は, cal f thym u sDNA,
pBR322D NA, 16SrRNA お よ び tRNA の そ れ ぞ れ の 1 Å2 6 匂を 178,
152, 147, 1 22n m olリ ン 酸 に そ れ ぞ れ 相 当す る と み な し た ｡
高分子 に 対す る ポ リ ア ミ ン 結 合 の 結合 お よび ef fec -
吐 血 邑藍
T) ン 脂質 に対 す る 貰 お よ ぴ n は Schatcha rd [1 0 4] の 式,
す な わ ち
rp L 1
- = K -
[PA] n
rp L (13)
但 し, rp し は リ ン 脂質 の リ ン 1 モ ル 当り に 結合 し た ポ リ ア ミ ン の 数
を示す . ま た, n 娃 飽和 状態 にお い て 1 モ ル の ポ リ ア ミ ン の 結 合
に要す る 1att ice r e sidu e(高 分 子 申の リ ン 酸 基数) と し て 定義 さ
れ る . 一 方 , D NA と RNA の 壕合 の 貰 お よ び n は 舶 cGhee - Yo n
Hip pel の n o n- coope r ativ苧 binding is other m[1 05] の 式, す
な わ も,
∫
[PÅ]
= K (1 - n r)(
1 - n r
1 - (n - 1)r
- 110-
n - 1
(14)
に よ っ て 計算さ れ る ｡ こ こ で, T 披DNA, あ る い 披 RNA 申 の リ ン 酸
1 モ ル当り に結 合 し た ポ リア ミ ン 数 であ る ｡ 上 記の 方 法 に よ っ て得
られ た デ ー タ 一 枚 , パ ラ メ ー タ n と E に 関 し て, こ の 式 の 両辺 に
お け る 差の 平 方 の 和 を 最 小 と す る よう な,
.
コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ
ム を用 い る こ と に よ っ て 式(14)にfi tさ せ た .
旦L 鹿_温良旦 組 之免盈旦温良
ポ リ ア ミ ン の 総 量 [PA]t は 次の 式 か ら得 られ る,
[PA]t = [PA] ＋ [ATP･ P A] ＋ [PL･ PA] ＋ [DNA ･ PA]
＋ [RNA ｡ PA] (15)
こ れ はま た 次 の 様 にも 義現 で き る,
[PA]t = [PA] ＋ rA T P[ATP]t ＋ rpし[PL]t ＋ rD M [DNAコt ＋
rR M[RNA]t (18)
こ こ で, [ATP]t , [PL]t , [D NA]t, [RNA]t 放 そ れ ぞ れ , ATP, リ ン
脂質, DNA, RNA の 線量 を 表わ す. ま た , rR T P は1モ ル の ATPに 結
合 し た ポリ ア ミ ン 畳 を表 わ す ｡ こ の 僧 娃 式(1)か ら次 の よう に な る,
ATP [PAコ[A TP]t
r白T P (17)
[ATPコt l 十 E = p[PA]
rp L は 式(13) に よ り得 られ る ｡ rDN Qお よ びrR N 角 の 憤 は式(14)に従
つ て コ ン ビ ュ
,
- タ ー プ ロ グラ ム の ” 挟 み打 ち法
' 卜(m ethod of fals e
po sitio n) を用 い て 計算 し た . 以上 に より, [PA]は式 [13], [14],
[16] お よ ぴ [1 7] と 同上 の プ ロ グラ ム に よ つ て計 算 で き る . 結束
の 項 で, 述 べ る よ う に , タ ン パ ク質 は検 出 レ ベ ル の ポ リ ア ミ ン を結
合 し な か っ た .
-11ト
1 - 2 乗数結 果
臥 _鹿 血 避且
z i 土星鼠金星塾旦逸塵 : 高 分子 お よび AT P に対す る ス ペ ル ミ ン
の 結合 は, 10m河 Tris - H Cl, pH 7.5, 2
A
m川 和g2
＋ お よ び100m阿 K＋
の 条件 下で 測定 し た. 測 定用 の 核 酸 に は そ れ ぞれ2種 ず つ の DNA と
R NA, 即わ ち c al fthym u sDNA と pBR322DNA, お よ び aL 1 4出
16S rRNA と r at ユive r tRNA を用 い た ｡ 実験 より 得 られ た 結合 畳
に基 づ き, ポ リ ア ミ ン の DNA とRNA に対す る 結合 定 数は MacGhe e
a nd Y o ntlip pel の e xcluded site m odel [1 0 2] に よ っ て計 算
し, ま た リ ン 婚貿 と ATP に つ い て は通 常 の indepe nde nt site
m odel に従 っ た ｡ Fig. 4- 1 お よ び Table IV-1 に そ の 結 束 を示 し
た. ス ペ ル ミ ン の c alfthym u sDNA (2.57 Ⅹ 102 阿
‾ 1) に 対す る 結
合受数 (2.57 瓦102 托
- 1) は pBR322 に対 す る そ れ (4.30又 102
M
‾ 1) より もや や 小 さ か っ た ｡ ス ペ ル ミ ン の E. c oli16S rRNA に
た い す る結合定 数 , (i.34Ⅹ 103 町 1) , は r at liv er tR NA(1.70
互 103 M
- 1) と ほ ぼ等 し か っ た . 従 っ て ス ペ ル ミ ン の RNA に 対す
る結 合 は DNA に対す る もの よ り 3-7 倍大 きか っ た. ま た, ス ペ ル
ミ ン の () ン 婚質 に 対す る 結合定 数 ( 4.49畏 102 河
‾
'
i) は ATPに 対
する 健 ･(8.93x lO2 和
‾ 1) よ り, や や 小 さ か っ た ｡ デ ー タ 一 に は
示 さ な か っ た が, rスペ ル ミ ン 娃細 胞質 の タ ン パ ク 質 に対 し て は, 測
定上 有意な 結合 を 生 じ な か っ た .
次 に, K' の 漉度 を 100 n細 か ら 150mM に 上 げた と き, ス ペ ル ミ
ン の 高分子 及 び AT Pに 対す る 結合 に 披 か なり の 変化 が み られ た .
即わ ち, cal fthym u sDNA に 対 し て 娃 1.15Ⅹ 102 M
‾ 1
, 邑L _ _Ci9ii
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16S rRNAで は, 6.69 x lO
2 柁
‾ 1
, リ ン 脂 質で は 2.22又 102 椎
‾ 1
,
ATP で 娃 5.95x lO2 M
- l と な っ た (Table IV- 1) ｡ ま た, K＋ 娃
変 えず に , 馳 2 ＋ の 濃度 を 2 m何 か ら 10m把 - 上 昇 さ せ た 時, ス ペ
ル ミ ン の c al fthym us D舶 お よ び リ ン 脂 質 に 対す る婿 含定数 捜 そ
れ ぞ れ 1.03x lO2 お よ ぴ 1 .0 Ⅹ 102 程 度 と, 共 に 減少 し た の に
対 し, RNA お よ ぴ AT P の定数 捜 それ ぞれ 1.02 且 103 , . お よ び
6.10 又 102 和
- l と な り, 憤の 減少 披 比較的小 さ か っ た .
ス ペ ル ミ ジ ン に つ い て も上 記 と 同様の 実験 を 行 な っ た (Table I V
-1) ｡ 全 体 的に 結合定 数 披 ス ペ ル ミ ン の も の よ り小 さ か っ た, 那
わ ち, 10 m托 Tris - nCl, p抗 7.5, 2 m托 馳2 十 & 100m和 瓦＋ と い う条
件 下 で, calfthym u sDNA, 旦エ j旦呈主 16S rRNA, リ ン 脂質, ATP に
対 し て , 64, 3.76 Ⅹ 102 , 1.80 Ⅹ 102 , お よぴ 4.46Ⅹ 102 M
‾ 1 と
な っ た ｡ 一 方, E
＋ 濃度 を100Tn稚 か ら 150m河 に上 げた と き, 結
合定 数 披顕 著 に低下 し た .
ポ リ ア ミ ン の 核 酸 に対す る結 合 の 監基 特異性 を調 べ る目 的 で, 合
成 ポ リ マ ー pOly[A,C,G] と poly[A,C,Uコ を 用 い て, それ ら に対す
る ス ペ ル ミ ジ ン の 結合 を 比較 し た の が, Fig. 4- 2 であ る ｡ この 結
束 ス ペ ル ミ ジ ン は poly[A,C,Gコ に 対 し て poly[A,C,口] よ りも強 く
結 合 し た ｡ し た が っ て, ス ペ ル ミ ジ ン は AU- rich な RNA よりも,
GC- ricb な RNA に対 し て より強 く 結合す る事 が判明 し た .
⑧ ウ シ リ ン パ 球 と ラ ッ ト肝臓 に お 狩る_迦塵_塵_盛盛塵_壁_塞_量: ポ
T) ア
ミ ン の 細 胞内分布 を算 定す る 目的 で, 細胞 内 の 高分 子, ATP お よ び
ポ リ ア ミ ン の 濃 度 を棄 際 に測 定 し た の が Table IV-2 であ る ｡ こ の
場 合細 胞内容積 (intr ac ellula r wate r spa c e) は, コ ン カ ナ バ リ
1 15-
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F i g . 4 - 2 ｡ Sc atcha rd plot of spe midine binding to
poly[A,C,G] and poly[A,C,U] in the prese nc e of 2 皿稚
托g
2＋
a nd lO n推 定＋ at pH 7･5･ Data are take n fro m a
se rie s of column chT OmatOgraPhic deter 皿inatio ns on Bio
-
Gel P-10 a s described q nder 稚aterials and 汚ethods .
Binding co n sta nts 甘e re C alc ulated acc o rding to the
equation of McGhee and Yo nHip pel. 0 , poly[A,C,G];
⑳
ー
, poly【A,C,tJ].
-116-
CO
く>
●
く>
＋l
eO
OO
●
く>
y 1
I +
●
く>
＋l
L ?
▼･ ･ ･づ
●
y 1
CO
T
I
N
●
く>
＋l
吋l
■寸●
●
…
N
ト
●
L一つ
＋Ⅰ
亡⊂〉
●
r～
ド
くCI
の
●
l∫一
＋I
CO
●
ぐq
P -
N
TI J l
●
=
＋J
寸
●
○く)
=
h
4)
JJ >
” ･ rl
出 r+
～
-
●
く⊃
＋l
P-
Uつ
●
I - +
CY?
r +
●
⊂⊃
＋I
～
”
▼●
･
+
00
N
●
く=)
＋I
l∫】
r ･ -I
¢つ
P -
I- +
●
I- +
＋l
(▼つ
●
CO
-
uつ
CO
●
▼･ ･イ
＋l
Cn
ト
N
CO
LJ?
●
N
＋I
M
q ⊃
”
ED
qI
ヰJ
h
O
q) ○
⊂; Jコ
･ rl (L
> fl
O ”
lコ⊃ rl
tp
G;
･ rl
I∃
F,～
4)
凸一
∽
q)
lコ
i
' r
-1
日
h
q)
nl
∽
CL l
トイ
･ <
■て】
･ rl
q) 凸一
i) ･ rl ′ - ヽ
(可 ｢づ
Jコ . エコ 文:
¢ィ 瓜 ● lヨ
∽ の
O O ヽ 一 ′
J = lヨ ー 亡ミ
ロ J ･ †･1 1ユー
q〉
J)
(勺
- ∠コ
D ■
也
O ･･lq
Jヨ f∃ きミ
ロJ . rl 仁ヒ:
也
.ト)
(q
, L=
Jユ1
【凸
O . <
J= C; 之
ロー ･ r1 こ⊃
117
●
(ヨ
ー rl
-
てプ 心
l∃ .ト〉
(勺 O
fN
(乃 A-
r l
l吋 叫
･ rl 声I
h ＼
¢ ¢
.1J 自
(勺 = l
声己 r -1
O
h >
h q)
q) ｢コ r - I
> ∈王 rl
･ rl ;コ ¢
r l O
｢コ
JJ C) ′･ 11
巴 f.1 札
h
-
てJ O l∫)
【コ (乃 ●
(勺 qJ L ?
｢コ
∽ LH
q) 的 O
･ト〉 ｢ コ
A O (勺
O . Jコ JJ
O i) q
Jコ O ' てコ
仁 ■ lヨ
ヨー 4)
” A) , L=
rl .J= JJ
↓J
q) bJ)
fコ 0 (=
･ rl JJ ･ rl
> t泊
O 叫 =I
A 仁王
･ ナ+ ｢コ
～- 1 ■ ⊂J lひ
O h ヰJ
O (勺 ●
∽ O r -1 亡⊃
JJ O =コ
Iコ (勺 O '
0 rl むつ
⊂王 ■ ⊂l q
邑 巴 o ＋I
貞 =I q)
O tr) (可 ∽
O rd :ぎ J∃
q) (勺
h I司 GT o
吋 O lヨ
rJ q) ' rl
;ゴ ー JJ tカ
r 1 4) q (可
｢づ E> h
4) J.> ｢コ
U y) fコ q)
JJ 4) ∽
G; O y)
q) (コ V
亡‡ O h
O O A
凸■ -く
∈l A) q)
0 .. ⊂:
O J 4)
h
h ' lコ (q
(勺 ⊂:
rl く可 ∽
コ 4)
rづ - =I
r l くd rl
O ｢コ rq
U O >
I
L=
JJ q)
q) ,L=
さ巳 ト+
Cq
l
a:
a)
p- 1
J⊃
a
El
ン 丸 で活 性化 さ れ た リ ン パ 球 で 1 mg の タ ン パ ク 質 あ た り 5｡5p11
であ っ た . ラ ッ ト肝 に
一
っ い ても こ の 健 を 適用 し た｡ 薙畳 の 結 束,
ウ シ リ ン パ 球 で は , DNA の 濃 度が そ の 他 の 成分 と 比 べ て最 も高 か っ
た . こ れ に対 し, ラ ッ ト肝 で 披 R舶 と リ ン 騰質 の 含 量 が D NA よ.り
も高 か っ た｡ ま た , リ ン パ 球 で は ス ペ ル
‾
ミ ン 濃度 が高 く ス ペ ル ミ ジ
ン を や や 上 回 つ た が, ラ ッ ト肝 で は ス ペ ル ミ ジ ン 溝度 の 方 が高 か っ
た . 以上 に よ り, これ ら 2 種の 細 胞 娃 そ の 細胞 構成 成分 に か な り
の 差 が み られ る た め, ポ リア ミ ン の 細胞 内 分布 を 謝 べ る の に 好都合
な材 料 であ る と 考 えられ る ｡
塾風塵_由 地 旦鼠色旦畳屋 : ラ
シ T) ン パ 球お よ び ラ ッ ト肝臓 の マ グネ シ ウ ム 浪 度 は 1.5- 2 mM で あ
っ た の で, ポリ ア ミ ン の 細胞 内分 布 の 計 算 は2 m阿 把g2 十 & 150(100)
mM E
＋
, pt17.5 の イ オ ン 条件 を用 い た (Table IV-3, IV-4) . 以
下 にそ の 結束 を 述 べ る が, こ こ で, さ き に 記 し た数 字 杜 150m和 E＋
存在下 の 計算 値 で, 括弧 内は 100mM K十 の 数値 を示 す+ ウ シ T) ン パ
球 で の ス ペ ル ミ ン の 存在 比 姓 DNA に18S(27), R NA に 68(60)銘, リ ン
脂質 に 2.4(3.8)S, ATP に8.7(8.8)楚, そ し て フ リ ー の も の が 4.8
(2.5)Sと い う都 合 であ つ た. こ れ は そ れ ぞれ 上 記の 高分 子 (ま た
は ATP) の 100m ol のリ ン 酸 当り ( フ リ ー を 除 き , 同 じ順 序 で )
0.79(1.2), 3.7(3.4), 0.23(0.36) お よ び 4.3(3.4) m ol の スペ ル
ミ ン が 結合 し て い る こ と に 相当す る . 一 方, ス ペ ル ミ ジ ン の 結 合
で は, 細胞 内の 存在 比 で は DNAに 13(21)S, RNÅ に 57(58)S, リ
ン 脂 質 に 2.9(2.7)港, ATP
'
に 12(10)罪, フ リ ー が 15(7.8)Sと な る ｡
こ れ を 高 分子 ('ま た は ATP) の T) ン 酸 100m ol あ た り にす る と,
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0.46川 .76),2.7(2.8), 0.23(0.22), お よ ぴ 5.0(4.4) に相 当す る .
ま た , マ グネ シ ウ ム の 濃 度 を 10m稚に上 昇 さ せ た場 合, フ T) - の ス
ペ ル ミ ン と , RNA お よぴATP に結合 して い る ス ペ ル ミ ン は 増加 し た
が? DNAと リ ン 脂質 に 結合 し たも の は, 減 少 し た (Table IV-3) .
同様 の 計算 を RNA とT) ン 脂質含 量 の 高 い ラ ッ ト の 肝臓 に つ い て
行 っ た の が Table IV-4 で あ る ｡ 150(100) nM K十 , 2 m阿 Mg2 ＋ と
い う 条件下 で, ス ペ ル ミ ン は DNA に 6.0(8.7)〆, RNA に 85(82)S,
リ ン 脂質 に 4.4(6.8)S, ATP に 2.7(2.0)欝, そ し て フ T) - が 1.9
(o.9)Sと な る ｡ ま た, ス ペ ル ミ ジ ン で は, DNA に 4｡6(7 .5)楚, RNA
に 78(80)S, リ ン 脂質 に 6.2(5｡5)楚, AT P に 4.3(3.6)妬, そ し て フ
リ ー が 6.7(3.3)満と な る ｡ これ は それ ぞれ の 高分子 (ま た 旺ATP)
の 100モ ル の リ ン 酸あ た り ス ペ ル ミ ン は 剛暁序 で, 0.10(0.27),
1.0(0.97), 0.0 5(0｡08) お よ び 0.97(0.72) モ ル の 結 含量 と なり,
ま た, ス ペ ル ミ ジ ン で 紘一0.19(0.30), 1.22(1.25), 0.09(0･08) お
よ ぴ 2.d(1 .7) モ ル と な る (Table IV-4) .
こ れ らの 結果 か ら, ス ペ ル ミ ン と ス ペ ル ミ ジ ン の 放 と ん ど は細胞
内 で ポ リ ア ミ ン - RNA 複 合体 と な っ てお り, RNA ヘ の 結 合量 は 180
リ ン 酸 基あ たり 2-6 傭 と み ら れ る. 一 方, DNA に対 す る ポ T) ア ミ
ン の 細胞 内 での 結合量 娃比較 的少量 であ る こ と がわ か る.
盈旦且乙主_ 細 旦ぜ且ヱ且之盛宜量旦
l
′
量産 : こ れ まで に ポ リ ア ミ ン の 効果 に 関す る c ell- fr ee 糸 で の 様
々 な研 究成果 があ る が, こ れ らの 申 で用 い られ て い る ポリ ア ミ ン の
濃度 吐 か な り広 い 範囲 に わ た っ て い る [1 5 , 1 0 2- 1 0 5〕 .
各 々 の 実 験条件 に お い て 有効 な ポ リ ア ミ ン 量が, 今 回求 め た結合定
一12 ト
数 を用 い て計 算 し たそ れ らの 糸内 の 高 分 子 ま た 娃 ATP - の 分布 畳
と, う ま く 合致 し て い る か否 か に 関 し て 検 討 し てみ た｡ 用 い た定 数
は 2 m対 円g
2 十 & 150m托 E＋ , pH 7.5 下 で の も の で あ る ｡ 結果 は
Fig . 4-3 に 示 し た. こ の 申 で, 無 細胞 系の globin synthe sis
[1 5] の 反応 条 件 にお け る ス ペ ル ミ ン め R NA - の 結 合 娃, 計 算
か ら予 想 され る 細 胞内 で の 分布畳 に非常 に 近似 し た 傭 であ っ た
(Fig . 4- 3, C) ｡ ま た, lュe - tR NA 形成 の 促 進 で の tR NA分子 へ
の ス ペ ル ミ ン の 結 合 [2 3] は実 際 より や や 高 め であ っ た (Fig .
4- 3, D) . Poly(d G- n5dC) ･ poly(dG- m5dC) に お け る B - Z 変換
[1 0 6] で 杜 細 胞内分布 よ り多少 少 な か っ た (Fig. 4- 3, B) ｡
また, 環状 DNA の topoisom e r a se に よ る c atenatio n[1 0 7] ,
ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に よ る I ipid pero xi de fo r matio n
[1 0 8] , さ らに ミ ト コ ン ドリ ア の Fl - ATPa se の 阻害 [1 0 9]
では, 細胞内分 布 よ りも か な り高 い 結合 畳 の ポ リ ア ミ ン を 必 要 と し
た. (Fig . 4-3, A, E, F) .
1 - 3. 考索
ポ リ ア ミ ン の 生 理機 能 を 理 解す る た め に, こ の 葦 で 娃 ポ リ ア ミ ン
と 生 体高分 子あ る い は ATP と の 結合 の 解 析, お よ び細 胞 内 - の ポ
T) ア ミ ン の 分布 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を試 み た ｡ これ ま で も ポ リ ア ミ
ン と生 体分子, 特 に核 酸 と の 結合 定 数 に 関 し て た く さ ん の 報 告 があ
る. そ の 方法と し て は, 平 衡 透析 法 [1 1 0- 1 1 3] , ま た は そ
の 他 の 方法 [1 1 4, 1 1 5] 等で あ る が , こ れ ら の 実験 で の イ オ
ン 条 件 披 必ずし も生 体 内 の 条 件 に 近 い と は い えず, ポ リ ア ミ ン が
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⊂= =コ, the r a nge of the e stim ated v alu es of the
poユya 皿in edistribtltion il bovin e lympho cytes a nd r at
liv e r.
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触2
十
, K
＋ の よ う な細胞 内 に 多 い カ チ オ ン の 共 存 に よ っ て そ の 作用
に著 し い 影響 を 受 け る こ と を考 え る と, 結 合 の 測定 条件 と し て は 生
体内 の イ オ ン条 件 に な る べ く近 い こ と が重 要 で あ る と 考 え ら れ る ｡
ウ シ リ ン パ 球お よ び ラ ッ ト肝 で謝 定 し た Mg2
＋
の 漉 度 は ほ ぼ 2 mM
であ っ た の で, こ こ で は 2 m河 鴨2
' & 150
-
(or lOO) m托 K＋ at ptI
7 .5 と い う 条件 で 実験 を 行 っ た ｡ ま た, 本 案放 で用 い た ゲ ル ろ過 法
娃平 衡透析法 に 比 べ て, ポリ ア ミ ン の 膜 に 対す る非 特異 的 な 吸着 が
な い の で, よ り倍 額がお け る方 法 であ る と い え る ｡
こ の 方法 に よ り 得 られ たデ ー タ に 基づ い て , 阿a cGhe e a nd Yo n
Hip pel の e x cluded site 7nOdel で 計算 し た 結果得 られ た ス ペ ル ミ
ン の DNA- の 結合 定数 (2.6 x lO2 M
- 1
at pH 7.5, 2 m托 和g2
十
and 100m椎 K＋)は Br a u nlin et al . が 報 告 し た 健(8.2 x lO2 氾
L l
at ptI6.5 & 154 n柁 Na
十) [1 0 9] に か なり 近 い . こ の e 叉Cluded
site m odelに よ っ て得 られ た 定数 捜 す べ て inde nde nt sユte model
に よ る計算値 よ り 小 さ か っ た ｡ ま た, こ の 定数 を 用 い た ポ リ ア ミ ン
細胞 内分布 と, デ ー タ 一 に は示 さ な か っ た が , independe nt site
model によ っ て 計算 し た 分布 は, ほ ぼ同様 の 結 束 と な っ た ｡ こ こ で
用 い た ウ シ リ ン パ 球 は RNA, リ ン 脂 質 に 比 戟 し て DNA 含量 が高 い
細胞 の 例で あり, ラ ッ ト肝細 胞 は タ ン パ ク 質 の 合成 が盛 ん な 細胞 の
特徴 で ある RNA と ミ ク ロ ゾ ー ム (即 ち, リ ン 脂質) 含量 の 高 い 細
胞の 例 と な ろう . こ れ ら 2 つ あタ イ プ の 細 胞 に 関 し て, 上 述 の
定数 と 2 種 の 細 胞 に 含有 き れ る高 分子 お よ び ATP濃 度 を用 い て ス
ペ ル ミ ン の 細 胞内 分布 を 求め た と こ ろ, DNA, RNA リ ン 脂質 お よ ぴ
ATP に対 し, そ れ ぞれ 0.2-O.8, 1-4, 0.0 5- 0. 2 そ し て, ト4
mol per 100 m ol phosphate と い う分布 を示 し た . 同様 に , ス
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ペ ル ミ ジ ン の 分 布 は, 同順 序 で, 0.2-0.5, ト3, 0. ト0.25お よ ぴ
2-5 m ol per 1 00m ol pbospbate であ っ た｡ 数 々 の 報告 で 細胞 内
の ポ リ ア ミ ン の 放 と んどが ア ニ オ ン 性 の 細 胞成 分即ち, リ ポ ゾ ー ム
(rRNA) , DNA およ び膜 と 結合 し て い る と さ れ てき た が, そ の 分 布
の 量 比 に関 し て 披報 じ られ て い な い [1 1 6 - 1 1 8コ ｡ ポ リア ミ
ン の 分布 に 関 し て は リ ン パ 球 で は約 60欝 成上 が, ラ ッ ト肝 で は約
80欝 以上 が RNA に 結合 し て 存 在 し て い る こ と が 際だ っ て い る ｡
`
ま
た, 今 回 の 研究 で フ リ ー の ポ リ ア ミ ン 畳 娃 比較 的少 な い こ と がわ か
つ た ｡ 馳 血 旦こ避 旦旦 で 披液 胞申 に ポ リ ア ミ ン が頼 り込まれ
る こ と が, ポ リ ア ミ
r
ン の 細 胞内濃度 謝節 に 与 っ て い る と の 報告も あ
る が [1 1 4] , こ の 結 果 か ら娃, 少な く と も動物 細胞 で は, フ リ
ー の ポ T) ア ミ ン を 下さヂる 為 の co mpa rtne ntaliz atio n は必 ず し も必
要 で は ない と考 え られ る ｡ D NA - の ポ リ ア ミ ン の 結 合が予想外 に
低 い 結 束と な っ た が, 主旦 蜘 で DNA 姓 頓 に 局在 し てお り, こ の
実験 で 用 い た 沸度 よ り高濃 度 で存 在 し て い る可 能性 が ある ｡ この 為,
上記 の 実験 よ り 10 倍 高 浜度 の DNA を用 い て2 n河 村g2
十 良 150nM
x＋ お よ び pR 7.5 で実験 を行 っ た ｡ こ の 結果, ポリ ア ミ ン の 結合 量
は む し ろわ ずか に 減少 し た ｡ 従 っ て, iR viv o で ポ リ ア ミ ン の
D NA に たい す る結 合 は か な り少な い もの と 考 え て い る ｡ ま た, ス
ペ ル ミ ン の 分布 に 対す る 全 ス ペ ル ミ ン 洩度 の 影響 に つ い て, 実験 に
用 い た ス ペ ル ミ ン の 濃 度 を 0.88mM か ら 0.44mM に 下iブて み た .
そ の 結 果, DNA, R NA, リ ン 脂質 , ATP に 対す る ス ペ ル ミ ン の 結合
は 0.0 9, 0.51, 0.0 2, 一0.4 6mol per 100m ol pho sphate と なり,
全ス ペ ル ミ ン漉 度 に ほ ぼ 比例 し て い た . さ らに, Mg2
＋ ま た は E＋
の 濃度 上 昇 させ た場合, ス ペ ル ミ ン の RNÅ お よ び ATP に対す る結
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合が減 少 せ ず に 増加 し た こ と は興 味深 い ｡ こ の 理 由 軌 カ チ オ ン 濃
度が 上 昇す る に 伴 っ て, フ リ ー の ス ペ ル ミ ン 濃 度 が上 昇 し, こ の 結
束, 結 合定数 が他 に 比 べ て高 い R舶 と AT P へ の 結 合量 が増 し た の
であ ろう と 考 え られ る.
ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム を リ ン 脂質 へ の ポ T) ア ミ ン 結 合の 材 料 と し
た甥 由 は こ こ で の リ ン 脂質 の 組 成 が pho sphati dylcholin e(61S of
total pho spholipi d) ) pho sphatidyleha nola min e (19S)) pho s
-
phatidylin o si tol (8S)) pho sphatidyls e rine (3S)であり, ラ ッ ト
肝のtotal m e mbr a n e[1 1 9] の 組成と 非 常 に 擬似 し て い る ため で
あ る . ま た, 以 前 の 研究 に よ り 東 ペ ル ミ ン は T) ン 脂 質 に対 しpho s-
phati dylir1 0 Si
･
tol ) phosphatidyletha n ola min e ) pho sphati dy1
-
cbolineの 服 であ つ た [1 0 2] .
今 回 さ ら に , こ れ ま で に出 さ れ て い る 報告 の 内で , ポリ ア ミ ン が
cel l- fr ee 系 で な ん らか の 効 果 を発 揮す る 条件下 で の , 生 体 高分 子
と ATPに 対す る ポ リ ア ミ ン の 結合 畳 が, 結合 定数 か ら導 い た結 合
畳に 匹敵す る か 否 か を検 討 し た結 束, cell- fr e eの globin 合成 の
ス ペ ル ミ ジ ン に よ る促進 が計算 値 に 最も 近 か っ た ｡ こ の こ と 娃, 東
リ ア ミ ン の 主要 な 生 増 作用 の 一 つ 姓 あ る 穫 の タ ン パ ク 質, 例 えば ウ
シ リ ン パ 球 で の thymidin e kin a s e[1 2 0] や , E. c ol ま で の
polya mine -induced pr otein (ol igopepti de binding pr otein) な
どの 生 合成 の 促 進 にあ る と の 促殻 [1 2 1, 1 2 2] を支 持 す る 結
果 であ ると い え る. こ れ 杜 ポ リア ミ ン のR NA- の 作用 の 結果 であ る ｡
一 方, DNA の 動 態 に 生理 的 濃度の ポ リ ア ミ ン が 影響 を与 え る こ と
は, ポリ ア ミ ン の DNÅ へ の 絶食量 がか な り低 い こ と か ら考 え難 い .
そ の 中 で, 唯 一 低濃度 で起 こ り 待 る の が B- Z 変換 であ る. しか し
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実際の ク ロ マ チ ン 申 で poly(dG- mうdC) 4 POly(dG- m5dC) に 相当す る
配列 が存在 す る か に つ い て 披 不明 であ る . ポ リ ア ミ ン の DNA へ の
結合 に 関し ての 最 近の 研 究 で は, ポ T) ア ミ ン娃 DNA の 塩 基と 相互
作用 し つ つ , DNA 分子 の deep (m ajor) gr oo ve の 申 に入 り込ん で
い る と され て い る [1 2 3, 1 2 4] ｡ こ の 際 ポ リ ア ミ ン は我 々
の 結 果 - ポ リ ア ミ ン が poly[A,C,ロコ よりも poly[A,C,G] に 対 し よ
り強 く結 合す る - か ら考 え て GC に 富ん だ領域 と よ り 強 く 相互 作用
す る の で は な い か と 見 られ る ｡ そ し て, こ う し た核 酸 (DNA,RNA)と
の 相 互 伸用 にお け る塩基 特 異性 がポ リア ミ ン が 示 す 生 理 伸用 に深 く
係 わ っ て い る の で 披 な い か と 考 え られ る.
ポ リ ア ミ ン が リ ン 脂質 あ る い は ATP に対 し, 計 算 より 見積 られ
た 畳 で結 合 し た こ と で 生 じ る 生 理 作 用 は 考 え に く い . 但 し, ミ ト
コ ン ドリ ア の Fl - ATPa s e の 阻 脊の よう な 壕含 ミ ト コ ン ドリ ア ヘ の
ポ リ ア ミ ン の 能 動軸送 糸 が知 られ て い る 1[1 25].の で, こ れ に よ
つ て局 所的 に ポ リ ア ミ ン の 濃度 が高 く な っ て い る と す る な らば, 隻
理 的 な 役割 を有 す る可 能性 があ る ｡
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総 括 と 腰轟 望
ポ リ ア ミ ン が 細 胞増 殖 に必 頑 な生 体分 子 で あ る こ と は確 立 し た 事
実で あ る｡ 特 に 生 合成 の 律逮 辞素 で あ る
1
or nit hine d母C a rboxyla s e
の 増 殖刺激因子 に よ る 急激 な誘導 現象 は ODCge ne の 範写 の 上 昇
お よ びnRNAの 翻 訳 の 促 進 に よ るも の であ り, こ れ が ポ リ ア ミ ン A シ
ス テ ム の い わ ばス イ ッ チ の 役 割 を 果 たす 現 象 であ る だけ に, OD C の
特異 的な 阻害剤 α - di flt O r Omethylo r nithin e(DFMO) の 紺 発 と相 椀
っ て, そ の メ カ ニ ズム が 多く の 研 究者 の 研 究対 象と な っ て き た ｡ し
か し sign al 七ran sductio n syste m と し て こ の 四 半 世紀最 も 脚光 を
浴びて き た cyclic AM P シ ステ ム やす ら, ス イ ッ チ であ る adenyl-
ate cycla se の ホ ル モ ン や 神 経伝 達物質 に よ る 活性 調節 の 際 の , G一
夕 ン パ タ質 の 関与 の 解 明 な どの 大 き な 展 開 はあ つ た も の の , 細胞 内
での シ グナ ル の 担 い 手 で あ る cycl ic AMP自身 の 伸用点 に関 し て 披,
バ ク テ リア での CRP や 動物 細胞 の glycoge n pho spho ryla se
kin ase kin a s e等 比較 的 限 られ た反 応系 の み が, 明 噴 な解答 を与 え
る に 留まり, cyclic AM P- depe nde nt pr otein kin a se が cycl ic
A肝 が担う 情報 を 伝 え る た め に リ ン 酸化 す る対 象 の タ ン パ ク 質 は ,
い ま だ漠然 と し た グル ー プ と し て 存在 し て い る にす ぎ な い ｡
ポ リ ア ミ ン ｡ シ ス テ ム に つ い て も まず, プ ト レ ス シ ン, ス ペ ル ミ
ジ ン , ス ペ ル ミ ン の 3 つ の 主要 な ポリ ア ミ ン の 間 で役割 分 担が存
在す る か否 か の 間鹿があ り, また 細 胞 内の ポ リ ア ミ ン の 濃 度 調節 系
と し て生 食成系 以 外 に, 細胞 膜と オ ル ガネ ラ 膜 の ポ リ ア ミ ン 輸送 系,
代謝 糸お よ びプ ト レ ス シ ン 供 給系 と し て の spe r min e/spermi din e
一 1
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d Cetyltr a n sfer a s e糸の 計 3 系が 春在 し, か なり 複雑 なも の と な
つ て い る . ま た, 動物 細胞 系 で 軌 ODCantizyn e が細胞内 に存在
し, こ れ らに よ っ ても ODC の活 性蘭節 が な き れ て い る 可能性 があ
る. い ずれ にせ よ, 細 胞増 殖刺激 に よ っ て 細胞 内 に濃 度が 上昇 し た
ポリ ア ミ ン の う ち, ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン は, RNA, DNA に 結
合 し, そ れ らの 関与す る タ ン パ 夕 食成等 の 生 体 反応 の 調節 にあ づ か
る こ と に よ っ て, 細 胞の 増 殖 と分 化 に重要 な役勃 を 果た し て い る と
思わ れ るが, プ ト レ ッ シ ン の 作用 に関 し て 娃 ス ペ ル ミ ジ ン, ス ペ ル
ミ ン 程 明瞭 で 娃 な い ｡ こ う し た 背景 の 下 に, 本 研究 にお い て筆 者
紘, ポ リ ア ミ ン の 細 胞内 で の 核酸 と の 相互 作用 を研究す る た め に,
ラ ッ ト肝 工1e - tR NA 形成反 応 を 一 つ の モ デル 糸 と し て 取り上 軌 検
討 を加 え た｡
以前 の 部分将 薬酵素 で の 研究 に よ っ て, 高等 静物 の 20種 の ア ミ
} ア シ ル化 の 内 で, Ile - tRNA 形 成反応 が, ポ リ ア ミ ン に より 唯 一
促進 を 受け る こ と が判 っ て い た が, 尊 王 章 にお い て は, 精 製 し た ア
ミ ノ ア シ ル ー tRNA合 成酵素複 合体 (ARSC) (そ の 一 部 と し てイ ソ ロ
イ シ ル ー tRNA 合成酵素 を 含む) と 精 製tRNA
T
L
.
f e を用 い て, こ の 促
進作 用 を明 確 に し た ｡ ポ リ ア ミ ン に よ り 促進 の 見 ら れ な い E, coユユ
の Ile - t艮NA 合成 酵素 と tRNAI le を用 い て, ラ ッ ト 肝の 両 者 と の 間
の 組 み 替 え 実験 を 行 な っ た結 束, ラ ッ ト肝 tR NA【l e が 本反 応の ポ
リ ア ミ ン の 促進 に 直接 関係 し て い る こ と が 判明 し た ｡ こ の ラ ッ ト肝
tRNAⅠ1 e の 一 次横道 は知 られ て い な か っ た の で, こ れ を決 定 し, 促
進 の 見 られ な い L c3iiの tRNA了1 e の 配 列と 比較 し たと こ ろ,
a cc eptor
- お よび a ntic odon 両 stem に 配 列の 違 い が見 られ た ｡ こ
の 両 ス テ ム は可 変 ル ー プ と 共 に, 多 くの ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 合成 酵
-1.29
-
尭系 で, 酵素と 相 互 作 用す る と さ れ て い る もR NA の 領 域 であ る , 求
リ ア ミ ン 披 ラ ッ ト肝 tRN A1 1母 の こ れ らの 重 要 な 領域 に対 し 影響 を
及 ぼ し た結束, 本反 応 を促進 す る こ と が 判 っ た ｡
生 理 的濃度 の Mg2
＋ と ポ リ ア ミ ン の 存 在 下 で は , Ile - tRNA 形成
反 応 は 2 段 将で 進 行す る こ と がわ か っ た の で, 次 に ポリ ア ミ ン に
よ る 本反応 の 促 進機 序 を 調 べ た ｡ ポ リ ア ミ ン は ア ミ ノ ア シ ル ーA肝 ･
酵素複合体 の 形 成 自身 に 対 し て は な ん ら影 響 を 与 え な い が , 1 段 階
目の 反応 に対す る tR NA
Ile の 阻害伸 用 を解 除す る こ と が 明 らか と
な っ た ｡ 従 っ て, ポ T) ア ミ ン 娃 tRNAI le の 酵素 に 対す る 親和 性
をむ し ろ低 下き せ る こ と に よ つ て, Ile - tRNA 形成 反応 を 促進 し て
い た .
第 Ⅱ 章に お い て は, tRNAl -e の 立体構 造 に対 す る ポ リア ミ ン の 影
響を 謝 べ た. RNA を立体 横道特 異的 に 切.断す る リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ を
利用 し て, ポ T) ア ミ ン と 竹g2
＋ の 影響 を 訴 ベ た と こ ろ, こ こ でも
a c c epto r stem と a ntic odo n ste m にお い て こ れ らの カ チ オ ンの 伸
用が観 め られ た. ア ミ ノ ア シ ル ー tRNA 形 成 で ポ リ ア ミ ン の 促 進の 見
られ な い , 酵母 tRNAP he と ai_ & tRNA
I le の 喝 合 と の 比 載 に よ
り, こ れ ら両ス テ ム の 札 Ile - tRNA 形成 反応 の 促 進 に 関係す る
tRNA の 構造 変化 と し て は a cc epto r ste m で 生 じる も の が 最も重 要
と考 え られ た.
ま た, 小 麦腫 の tRNAl l8 杜, ラ ッ ト肝 tRNA
lle よ り少 な い な が
らも, Ile - tRNA 形 成 に お 抄 る ポT) ア ミ ン の 促 進 が見 られ る . こ の
tRNAI le の 塩基配 列 を決 定 し,r さ ら に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 限建 分 解
を行 っ たと こ ろ, や は り,
･
acc epto r ste m にお い て ラ ツ
Jトと 同様 の
立体横 道変化 が 諌 め られ た.
1
各種 属 由来 の tRNAI le の 配 列 の 比較
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か ら, ラ ッ ト肝, 小 麦肱 両tRN Al 一号 の a ccepto r ste m に存 在す る 4
つ の 連 続 し た GC塩 基対 が ポ リ ア ミ ン の 碓 用部位 で あ る と 予 想尊 れ
た ｡
第 Ⅲ 章 にお い て は, ア ミ ノ ア シ ル 化の エ ラ ー であ る ミ ス ア
､
シ ル 化
に た い す る ポ T) ア ミ ン の 影響 に つ い て 検討 し た ｡
1
ミ ス ア シ ル 化 に 娃
ア ミ ノ 酸の エ ラ - (a min o a ci dmis a cyユation) と tRNA の .エ ラ ー
(t RNA mis a cylation) の 2 種難 が 考 え られ る. ア ミ ノ 酸 ミ ス ア
シ ル 化 に閲 し, ポリ ア ミ ン は e r r o rfreque n cy に 対 し て影 響を 与
え な か っ た. 一 方, tRNA ミ 東 ア シ ル 化 に 閲 し, [3B]isoleu cyl -
tRNA;Flet 形 成で 謝 ベ た と こ ろ, e r r o rfr equ e n cy は ポT) ア ミ ン に
よ っ て 減少 し た ｡ ア ミ ノ 酸 ミ ス ア シ ル 化 が 同 一 の tRNAI le を利用
す る糸 であ る の に 卸 し, tRNA が 異 な る t RNAミ ス ア シ ル 化 で は, ポ
リ ア ミ ン の tRNAI 】e に 対す る作用 が, 酵素 に と っ て 重要 であ る た
め, 相 対的 に反応 の 精 度 が上 が っ た もの と 考 え られ る. Ile - tR NA
形成 反 応に お い て は, ポ リ ア ミ ン が 反応の 促進 と共 に, ア ミ ノ ア シ
ル 化 の fidelity の 維持 に 関 し て も必 要 な 国子 であ る こ と が推察 さ
れ る ｡
欝 Ⅳ牽 で 披, Ile - tRNA 形成反 応 と は 離れ て , ポ T) ア ミ ン の 核 酸
お よ び リ ン 脂質 に 対す る結 合定数 (Ka) 杏, 生 理 的塩濃度下 で実 験
的に 求 め た . そ の 結束, 15Qm阿 K＋ , 2 m河 馳2
'
! pH 7.5 の 条件 下,
ス ペ ル ミ ン の Ka 娃 RNAに 対 し て は 6.7 Ⅹ 10之 河‾ 1 , DNA に対 し て
は 1. 2 Ⅹ 102 M
- 1 と 両者 に か な りの 開き があ っ た ｡ こ の 数値 と 細
胞 内の 高 分子 の 実測値 に 基 づ い て, ス ペ ル ミ ン の 細胞 内分布 を 計算
し た と こ ろ, ラ ッ ト肝 で は, DNA に 6欝, RNA に 85S, I) ン 脂質 に
4.鯛 , ATPに 2.7S, そ し て フ リ ー が 1.9楚 で あ っ た ｡ こ の 分布 は
-13ト
RNA に 比べ て DNA含量の 多 い T) ン パ 球 で 娃, や や DNA へ の 分布 が
増加す るも の の , や は り 66 S の ス ペ ル ミ ン が RNA に結 合 し て い
たの に 対 し て, DNA- は 18S であ っ た . ま た , 細 胞 内 で フ リ ー に
存在 し て い る ポ リ ア ミ ン はか なり少 な い こ と もわ か っ た . こ の よ う
な シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 娃, ポ リ ア ミ ン が特 定 の 条 件下 の 細 胞 内 で ど の
よう な挙動 を と っ て い る か , また, in vitr o で得 られ た ポ リ ア ミ
ン の 作用 が実 際 に 生 体 内 でも発 現可 能 か 否 か を 考 え る の に 有 用 で あ
ると 考 え られ る ｡
本研究 にお い て ラ ッ ト 肝お よ び)j､麦 艦 の tRNAH e に お い て見 い
ヽ
ださ れ た 4 つ の 連 続 し た GC塩基対 が, ポ リ ア ミ ン の RNA に おij･
る 一 つ の 作用点 ( ポ リ ア ミ ン 紐識 サ イ ト) と 考 え られ る こ と か ら,
tRNAI le の a c ceptor stem 部分の 塩 基配 列 を 変換 し た 合成 tRN A
を用 い る こ と に よ っ て, RNA の ど の よう な 配列 がポ リ ア ミ ン に よ っ
てよ り 認識 さ れ 易 い か を 研究す る こ と が可 能 と な る . 様 々 な 遺伝 子
の 謝節 領域 を 含め た 塩基 紀列 が続 々 と 明 か と な っ て い る今 日 , ポ リ
ア ミ ン の い わ ば レ セ プタ ー の よう に 作用す る, 核酸 上 の サ イ ト (塩
基配列) を 明 らか に で き れ ば, そ れ ち を 持 つ 遺伝 子 は ポリ ア ミ ン の
謝節下 にあ ると 予 想 で き, ポ リア ミ ン の 細胞増 殖 に お け る 情報伝 達
分子 と して の 役謝 も, か なり 明味 な も の と な る こ と が期待 で き る .
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掲 載 雄 斎転 困 録
第Ⅰ章第1節の 内容は (i) Eur . I. Bioche m･ 弘 30ト307(1978) お
よび (2)Arch. Biochem. Biophys. 呈遡, 138- 145(1990)に次の 表題で
掲載され たもの であ る.
1 ｡ Effect of polyamines on is oleu cy1
- tRNA for m ation by r at
live Tis ole u cyl - tRNA synthetas e.
2. Re spon sibility of tRNA
Ile fo r spermine stimtllatio n of
rat ユive rll針 tRNAfor m atio n.
第Ⅰ 寒帯2節の 内容杜 Eu r. ∫. Bio chem. 99, 13-19(1978) 次の 表題 で掲
載され たもの である .
Me cha nis n of spe r mine stim ulatio n of rat
-liver
isole u cy1- tRNA fo r matio n.
第Ⅰ 寒帯3節の 内容 娃 Biochen. Biophys. Re s. Co m m u n. 壁, 274-280
(1978) に 次の表題で掲載され たも の である .
Polya nin e prev e Tltio n of inhibitio n Of r at liv er is ole u cy1
-
tRNA fo r m ation by poly(G), poly (Ⅰ), o r rユbos o m e s.
第Ⅱ 葦の内容杖第 1葦第1節で の報文 (2) お よぴ Bioche m. Biopbys .
Res . Commun. iTZ, 745-750(191) に 次の 哀感で掲載され たもの である .
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Co r relatio nbetw e en spe r min e stintllatio n of r at liv er
lle - tRNA fo r m atio n a nd str u ctu r al cha nge of the acceptor
stem by spe r nine .
第Ⅲ 章の 内容杜 Ar ch. Bio chem . Biophys. 呈鎚, 姻5-499(1991)に次の 義
怒で掲載きれ たもの であ る.
Inc r e ase in fidelity of r at live rlie - tRNA fo r m ation hy
both sper mirl e and the a min oa cyトtRNA syntbetase c omplex .
第 Ⅳ 喪の 内容は J. Biol. Che m. 之墜, 10 月号 (1991) に 次の 表題で掲載
予 定である
Estim atio n of polya min ebinding to m acr o mole cules a nd ATP
in bovin e lynpho cyte a nd r at live r.
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